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RESUME : 
 
Dans l’industrie agroalimentaire, l’adhésion de microorganismes contaminants sur les surfaces 
induit des effets néfastes à la fois en terme de qualité, d’hygiène et de santé publique. Dans cette 
étude, une forte adhésion de Saccharomyces cerevisiae sur l’acier inoxydable a été mise en 
évidence, à l’aide d’une chambre à écoulement cisaillé. La spécificité de ce matériau par rapport 
à d’autres surfaces « contrôle » a été démontrée pour des souches de levures d’origine variée. 
Cette spécificité se traduit par une adhésion très marquée, i.e., pas de détachement pour des 
contraintes de cisaillement pariétales appliquées de l’ordre de 100 Pa, valeur dix fois plus élevée 
que celle appliquée classiquement lors des procédures de nettoyage en place. Cette adhésion n’a 
pu être expliquée par les propriétés physico-chimiques des levures et du matériau. Le rôle 
prépondérant joué par les interactions entre la surface métallique et les protéines de la paroi de 
la levure a été démontré. Sur cette base, un modèle permettant d’évaluer la force d’adhésion de 
la levure sur les différents supports a été mis au point. Au vu de l’ensemble des résultats 
obtenus, il a ensuite semblé pertinent de mettre au point des stratégies préventives vis-à-vis de 
l’adhésion. Le potentiel anti-adhésif d’une enzyme protéolytique adsorbée sur l’acier inoxydable 
a été évalué. Il se traduit par une inhibition totale de l’adhésion, attribuée ici, non pas à l’activité 
catalytique de l’enzyme mais plutôt à un simple effet protéique de « masquage » des sites de 
liaison. La seconde surface, réalisée par procédé plasma, consiste en un film polymère avec 
inclusions d’argent. Elle a permis un détachement total des levures pour une contrainte de 
cisaillement modérée (i.e. 20 Pa). 
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SUMMARY :  
 
In the food industry, adhesion of food spoilage microorganisms on surfaces can seriously affect 
food quality and safety. Using a flow cell, adhesion of Saccharomyces cerevisiae to stainless 
steel was examined. The material specificity was established by comparing adhesion on 
different “control” surfaces and for a variety of yeasts. This specificity was demonstrated by a 
strong adhesion, i.e. no detachment occurred although a wall shear stress of 100 Pa was applied, 
which was ten fold higher than those applied during cleaning in place procedures. This adhesion 
could not be explained by physico-chemical properties of either yeasts or material. Importance 
of interactions between metallic surface and proteins of yeast cell wall was then shown. On this 
basis, the adhesion force was modelled and estimated for every support tested. All these results 
clearly demonstrated the relevance of designing innovative stainless steel coatings applied to the 
prevention of yeast adhesion. First, an hydrolytic enzyme was adsorbed on the stainless steel 
surface. Adhesion was totally inhibited due to protein coating effect rather than to the catalytic 
properties of the enzyme. The second surface achieved using a plasma process, consisted in 
silver nanoclusters embedded in a polymer matrix. Total detachment was here observed for a 
moderate wall shear stress of 20 Pa.   
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Les biofilms sont le résultat du développement de microorganismes sur toutes les surfaces 
exposées à des environnements humides non stériles. Un biofilm est constitué de différents 
microorganismes (vivants et morts) adhérés sur ces surfaces immergées, et englués dans une 
matrice protectrice composée essentiellement de protéines, de polysaccharides et de sels. Les 
films ainsi formés atteignent une épaisseur de quelques micromètres à quelques millimètres. 
  
Au sein des biofilms, les microorganismes sessiles développent des caractéristiques très 
différentes de celles des microorganismes planctoniques (i.e. en suspension dans le milieu) : 
mise en œuvre de voies génétiques spécifiques, utilisation de systèmes de communication 
chimique, modifications structurales, production d'exopolymères… autant de phénomènes qui 
échappent aux méthodes d'investigation de la microbiologie traditionnelle « en solution ». 
Approcher la complexité des biofilms exige de croiser les compétences de très nombreux 
domaines complémentaires : microbiologie, biologie, chimie des solutions, physico-chimie 
des surfaces, géologie, hydrologie, sciences des matériaux, hydrodynamique, ingénierie... Les 
équipes engagées dans ces études ont souvent développé, de manière parallèle, des outils, des 
procédures et des langages différents pour appréhender des concepts fondamentaux 
identiques.  
 
Il a fallu attendre plus de cent ans après l'initiation de la microbiologie, pour s'apercevoir que 
la croissance en biofilm est le mode naturel de développement des microorganismes. En effet, 
ces derniers ont tout d’abord été caractérisés comme planctoniques, libres et en suspension 
dans le milieu. La première observation d’une association de microorganismes a été réalisée 
par Antonie von Leuwenhoek en 1847 à partir de fragments de plaque dentaire humaine 
placée sous un microscope. La description qu’il en a faite à l’époque a été celle « d’agrégats » 
de microorganismes. Bien que le terme n’ait été introduit qu’a posteriori, il avait découvert le 
biofilm bactérien. Près d’un siècle plus tard, Claude Zobell (Zobell, 1943) observe, sur des 
prélèvements de bactéries aquatiques, une agrégation préférentielle des bactéries sur la 
surface solide contenant l’échantillon plutôt qu’en suspension. Il venait d’introduire le 
concept d’ « habitat bactérien préférentiel » : la structuration en biofilm semble être le mode 
de vie privilégié des bactéries, et de manière générale, de tout type de microorganisme. 
 
Les biofilms sont ubiquitaires, ils colonisent les sols (formation et/ou altération des 
minéraux), les rivières (formation des biofilms épilithiques), les végétaux (mise en place de 
phénomènes de symbiose par la colonisation de la surface des racines et des feuilles), les 
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organismes vivants supérieurs chez lesquels ils assurent des fonctions physiologiques 
primordiales comme, par exemple, la protection contre les pathogènes au niveau du tractus 
intestinal et de l’appareil urogénital. Leurs propriétés sont mises à profit dans les procédés de 
biolixiviation ou de traitement des effluents aqueux.  
 
Cependant, les biofilms sont de plus en plus souvent identifiés comme la source de lourds 
problèmes industriels et sociétaux. Ils sont responsables d’une diminution des rendements et 
d’une augmentation des coûts de production dues, par exemple, à la réduction du flux de 
perméation des membranes, à l’encrassement des échangeurs de chaleur et à la corrosion des 
matériaux. Ainsi, lorsqu’ils s’implantent au sein des unités de refroidissement d’usines de 
production d’énergie électrique ou d’usines chimiques, ils conduisent à une perte pouvant 
atteindre 20 à 30 % des capacités de transfert thermique des échangeurs de chaleur. Dans le 
milieu maritime, les biosalissures sur la coque des navires peuvent réduire leur vitesse de 
10%. L’US Navy estime le surcoût ainsi engagé à 500 M$ par an. Afin de prévenir la 
formation de tels biofilms, des peintures antisalissures à base de sels d’étain ont été 
développées depuis les années 60. Elles se sont révélées hautement toxiques pour la faune et 
la flore maritimes. L’organisation maritime internationale a donc interdit, depuis 2003, leur 
utilisation pour les navires de longueur inférieure à 25 m, et elle sera complètement prohibée, 
dès 2008, sur tous types de navires en vertu de l’application de la directive 99/51/CEE. Les 
plates-formes off-shore et les installations portuaires sont également touchées par des 
dégradations imprévisibles des bétons et métaux, dues aux biofilms. Il en est de même pour le 
patrimoine culturel (bâtiments, œuvres, objets archéologiques). D’une manière générale, le 
coût global de la corrosion est estimé à 4% du PNB pour un pays industrialisé. La corrosion 
due aux biofilms, appelée biocorrosion, représente 10 % de ce coût.  
 
Les biofilms posent également de sérieux problèmes de santé publique. Ainsi, ceux formés sur 
les parois des réseaux d'eau chaude et d'air conditionné sont le lieu privilégié d'accumulation 
d'espèces pathogènes (Legionella, amibes...) qui sont ensuite disséminées dans 
l'environnement. En milieu hospitalier, la colonisation de la surface des implants, des 
cathéters ou des salles d'intervention est à l'origine d'environ 60% des infections 
nosocomiales, qui induisent des milliers de décès par an en France.  
L’industrie agroalimentaire est enfin largement concernée car les biofilms peuvent conduire, 
non seulement à la dégradation des qualités organoleptiques des produits, mais également au 
développement de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) du fait de l’accumulation de 
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pathogènes (Salmonella et Listeria pour les espèces les plus fréquentes) à la surface des 
équipements. Un foyer de TIAC est défini par la survenue d’au moins deux cas groupés, 
d’une symptomatologie similaire, en générale digestive, dont on peut rapporter la cause à une 
même origine alimentaire. Cinq cent cinquante neuf foyers de TIAC, toutes étiologies 
confondues, ont été déclarés en France en 2001, 10 % de ces TIAC ont conduit à une 
hospitalisation, 64 % d’entre elles ont été pu être attribuées à Salmonella, retrouvée 
principalement dans les préparations à base d’œufs crus ou peu cuits. Parmi les autres agents 
responsables on peut citer Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, et 
Shigella.  
 
Comprendre et maîtriser les mécanismes d'organisation de la vie sur les surfaces constituent 
donc un impératif pour apporter des réponses pertinentes aux questionnements contemporains 
de la société et des industries. 
 
C’est dans ce contexte que s’est inscrit mon travail de thèse, dont l’objectif fondamental est la 
maîtrise de l’hygiène des surfaces en industrie agroalimentaire par : 
(i) la compréhension fine des mécanismes biologiques, physico-chimiques et 
hydrodynamiques régissant l’adhésion d’un microorganisme modèle,  la levure 
Saccharomyces cerevisiae, à l’acier inoxydable ; 
(ii) la mise au point de surfaces anti-adhésives à des fins de prévention de formation du 
biofilm. 
 
L’aboutissement de ce projet supposait la combinaison de différentes disciplines scientifiques. 
Il a donc été réalisé dans un esprit de pluridisciplinarité qui s’est traduit par la mise à profit de 
compétences internes au laboratoire et par l’établissement de collaborations extérieures.    
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CHAPITRE I : IMPACT DES BIOFILMS FONGIQUES 
Introduction 
De nombreuses études de la littérature ont été consacrées à la formation de biofilms bactériens 
du genre Pseudomonas, Legionella et Listeria, étant donné leurs fortes implications en santé 
publique (Briandet et al., 1999a; Parsek et Greenberg, 2005). Les données acquises sur ces 
microorganismes constituent aujourd’hui la base de la « science des biofilms ». Les études sur 
les biofilms fongiques sont en revanche plus rares, excepté pour le pathogène Candida 
albicans, qui a lui aussi d’importantes répercussions dans le domaine médical.  
Nous avons choisi de nous intéresser à l’adhésion de la levure Saccharomyces cerevisiae. 
Déjà, 6000 ans avant notre ère, l’homme utilisait la levure pour la préparation de la bière, du 
vin, du saké mais aussi pour la panification. S. cerevisiae est un champignon unicellulaire qui, 
grâce à ses capacités fermentaires, à ses faibles exigences nutritionnelles et à sa rapidité de 
croissance, constitue toujours un outil industriel de premier choix. Outre son rôle historique 
dans le secteur agroalimentaire, la levure s’est révélée particulièrement bien adaptée à des 
applications biomédicales comme la production de protéines recombinantes telles que 
l’interféron humain ou l’antigène de surface du virus de l’hépatite B. De plus, sa non-
pathogénicité, son état unicellullaire, la faible taille de son génome, la facilité à la modifier 
génétiquement en font un microorganisme eucaryote modèle très intéressant en recherche 
fondamentale. L’étude de l’adhésion de S. cerevisiae se révèle pertinente dans la 
problématique « biofilm fongique » par ses implications en industrie agroalimentaire. En 
effet, son implication est avérée dans la contamination de produits alimentaires et elle montre 
une résistance marquée aux agents désinfectants. En outre, sa parenté génétique avec C. 
albicans est un atout complémentaire dans le domaine biomédical, qui justifie amplement le 
choix de ce modèle biologique. 
I-Industrie agroalimentaire : qualité des aliments et statut 
hygiénique des surfaces 
Au cours des années 90, les risques alimentaires ont pris une dimension nouvelle qui découle 
directement des crises sanitaires (« vache folle » et listérioses pour les plus importantes) 
qu’ont connues la France et les pays européens (Saunier, 2005). C’est à cette époque que 
l’Etat a pris conscience de la nécessité de créer une instance de contrôle aboutissant ainsi à la 
naissance de l’Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA) en 1999 
(Saunier, 2005). 
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Les exigences du consommateur ont donc évolué. Face à elles, l’un des enjeux majeurs 
actuels de l’industrie agroalimentaire est de concilier qualité des aliments et sécurité sanitaire.  
A-Microorganismes contaminant les aliments 
Le contrôle des microorganismes est essentiel dans ce type d’industrie. Il est partiellement 
assuré par des techniques qui éliminent les microorganismes ou préviennent leur 
développement. Cela suppose que le procédé sera réalisé dans de bonnes conditions d’hygiène 
et qu’à l’issue dudit procédé, les microorganismes contaminants seront éliminés par un 
nettoyage et une désinfection efficaces. Ainsi, dans de nombreuses industries 
agroalimentaires, les lignes de production subissent une procédure de nettoyage en place 
(NEP) quotidienne (Lelièvre et al., 2002). Ces procédures consistent en une circulation d’eau, 
généralement chauffée, additionnée, ou non, de détergents et/ou d’agents désinfectants. La 
contrainte de cisaillement appliquée lors de cette circulation est l’un des paramètres clés pour 
assurer l’efficacité de la procédure de nettoyage (Bergman et Trägårdh, 1990). 
Or, de nombreux microorganismes sont capables de se fixer sur les surfaces en contact avec 
les aliments (Costerton et Lappin-Scott, 1989; Carpentier et Cerf, 1993; Briandet et al., 
1999b; Fonnesbech Vogel et al., 2001) et de rester viables même après les procédures de NEP 
(Carpentier et Cerf, 1993; Elevers et al., 1999) puisqu’ils font preuve d’une résistance accrue 
aux agents désinfectants. Ils sont alors capables de se développer sur la surface et de former 
un biofilm. 
Certains de ces microorganismes, persistant au sein de l’équipement, peuvent se détacher et 
re-contaminer le produit. Ils peuvent, de ce fait, induire des effets néfastes en termes de 
qualité des produits, d’hygiène et de santé publique.  
B-Exemples de contamination alimentaire par des biofilms fongiques 
L’impact des biofilms bactériens en industrie agroalimentaire est largement décrit dans la 
littérature (Zoltai et al., 1981; Driessen et al., 1984; Schwach et Zottola, 1984; Lewis et 
Gilmour, 1987; Mafu et al., 1990). Pour les levures ou les champignons, la plupart des études 
s’attachent à décrire leurs performances en tant que flore de transformation (Heinisch et 
Hollenberg, 1993) alors que leur aptitude à adhérer sur les surfaces et à former un biofilm est 
peu discutée. Quelques études portent sur les biofilms fongiques positifs, mais toujours en 
relation avec l’optimisation d’un procédé. Par exemple, ces vingt cinq dernières années, la 
recherche d’une alternative à la production d’éthanol par des levures en suspension dans un 
bioréacteur a conduit à étudier les potentialités fermentaires de levures immobilisées (Lueng 
et al., 1983). Cette technique permet de réutiliser les cellules et d’accélérer la production 
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d’éthanol si la densité cellulaire initialement adhérée est suffisamment importante (Lueng et 
al., 1983). Différentes méthodes d’immobilisation ont été testées : l’inclusion des cellules 
dans des gels de carraghénanes et d’alginates (Kierstan et Bucke, 1977; Wada et al., 1979; 
Ghose et Bandyopadhyay, 1980; Linko et Linko, 1981; Williams et Munnecke, 1981), 
l’adsorption des cellules sur des copeaux de hêtres (Moo-Young et al., 1980), et sur des films 
de cellulose (Lueng et al., 1983). On voit ici l’intérêt de bien comprendre la formation du 
biofilm afin de l’optimiser et de rendre le procédé performant. L’industrie de traitement des 
eaux usées utilise également les potentialités de biofilms multi-espèces (dont des levures) 
adhérés sur des filtres ou des disques afin de purifier l’eau (Borchardt, 1971). 
 
Mais les impacts négatifs des biofilms fongiques, notamment en industrie agroalimentaire,  
sont réels. En effet, ce type de microorganisme a été identifié comme pouvant contaminer 
aliments et boissons, une fois fixé sur la surface des équipements et, de ce fait, altérer la 
qualité de l’aliment et générer des pertes économiques non négligeables.  
1)boissons fermentées alcoolisées 
La fermentation de la bière est assurée par la levure S. cerevisiae. Cependant, des levures 
contaminantes du genre Saccharomyces, appelées « levures sauvages », peuvent être 
retrouvées dans la boisson après filtration ou même dans la bière embouteillée (Jespersen et 
Jakobsen, 1996), causant une détérioration de la saveur de la bière.  
Les souches contaminantes sont souvent proches de S. cerevisiae sur le plan biochimique et 
physiologique, ce qui rend leur détection difficile. Elles se distinguent pourtant des levures 
effectuant la fermentation par leur capacité à sporuler et à adhérer sur les surfaces des 
équipements (Jespersen et Jakobsen, 1996). Dans la majorité des isolats de contamination par 
des « levures sauvages » on retrouve S. cerevisiae (Jespersen et Jakobsen, 1996; Jespersen et 
al., 2000).  
2)boissons non alcoolisées 
L’industrie des boissons non alcoolisées est également concernée. La majorité des études dans 
ce domaine est consacrée aux jus de citron et d’orange. En Floride, 96% des oranges cueillies 
sont transformées en jus (Arias et al., 2002). Cette forte valeur ajoutée fait de ce type de 
récolte l’une des plus rentables économiquement (Spiegel-Roy et Goldschmidt, 1996). 
L’étude des espèces contaminantes, compte tenu de l’acidité des jus (pH 3-4), est limitée aux 
bactéries tolérant un milieu acide (Lactobacillus spp. et Leuconostoc spp.), aux levures et aux 
moisissures (Parish, 1989, 1991). Levures et moisissures peuvent résister à une forte pression 
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osmotique, à des pH très bas et se développent même à une température de 4°C. Elles sont 
donc capables de causer une contamination significative du produit final. Les espèces 
Saccharomyces et Candida sont fréquemment retrouvées comme contaminants dans les jus de 
citron (Arias et al., 2002). Elles sont donc utilisées comme microorganismes modèles pour le 
suivi de la conservation dans le temps des jus et l’étude de l’hygiène des surfaces en contact 
avec les aliments comme par exemple, les tanks aseptiques de stockage (Han et al., 1999).  
 
De manière complémentaire, des levures sont fréquemment retrouvées dans le réseau de 
distribution d’eau potable. Elles sont la plupart du temps détectées car elles causent une 
détérioration du goût et de l’odeur de l’eau (Doggett, 2000). Les travaux réalisés par Doggett 
(2000) sur des morceaux de canalisations du réseau d’eau potable de Springfield (Etats-Unis) 
ont mis en évidence la présence de biofilms sur la surface des tuyaux. Au sein de ces biofilms, 
l’auteur a retrouvé principalement des champignons et des levures d’espèces diverses, telles 
que Candida et Cryptococcus.  
3)transformation des produits de la mer 
Bagge-Ravn et ses collaborateurs (Bagge-Ravn et al., 2003) se sont intéressés à la 
transformation des produits de la mer et ont montré que la microflore adhérant aux 
équipements de ce type d’industrie pouvait résister aux procédures de nettoyage et de 
désinfection. Les bactéries du genre Pseudomonas et des levures (dont l’espèce n’est pas 
précisée) ont été identifiées comme flore résiduelle dominante, quel que soit le type 
d’installations concerné. Les auteurs ont également mis en évidence une résistance plus 
marquée des levures aux traitements désinfectants. Cette observation corrobore celle de 
Moore et ses collaborateurs (Moore et al., 2000), qui ont démontré que les levures adhérées 
préalablement à l’acier inoxydable sont plus résistantes à l’ozone que les bactéries. Ceci peut 
s’expliquer par la nature de leur paroi, qui est généralement épaisse (100 à 200 nm) et qui 
forme une barrière protectrice, retardant ainsi la pénétration de l’ozone jusqu’aux sites actifs 
de la membrane plasmique (Walker, 1998).  
Les levures sont donc fréquemment identifiées comme microorganismes contaminants dans 
de nombreuses industries de transformation de poissons (Knochel et Huss, 1984). C’est 
pourquoi elles ont été ciblées spécifiquement lors de la définition et du développement des 
procédures de nettoyage et de désinfection des installations dans ce type d’industrie (Bagge-
Ravn et al., 2003).  
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Figure 1 : étapes de la formation d’un biofilm par Candida albicans sur un cathéter en PVC. 
(a) La surface est recouverte par un film conditionnant de protéines adsorbées. (b) Adhésion 
initiale de la levure sur la surface. (c) Formation de la couche basale de microcolonies de 
levures. (d)  Formation de la couche supérieure hyphale et développement de la matrice 
entourant les blastopores et les hyphes. (d’après Douglas, 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 : photo de microscopie électronique à balayage d’un biofilm formé par C. albicans 
sur un cathéter vasculaire implanté sur un rat. L’épaisseur du biofilm est d’environ 200 µm. 
On peut voir les blastopores et les hyphes inclus dans la matrice. (d’après Nett and Andes, 
2006). 
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En guise de conclusion, la norme européenne qui établit les règles pour tester l’action des 
désinfectants a classé S. cerevisiae dans le groupe des microorganismes à cibler dans 
l’industrie agroalimentaire vis-à-vis de l’hygiène des équipements (Comité européen des 
normes, 2005). 
II-Les biofilms fongiques dans le domaine médical 
A-Colonisation des implants médicaux 
7% des patients hospitalisés en France contractent une maladie durant leur séjour à l’hôpital,  
encore appelée maladie nosocomiale. Les infections dues à l’utilisation d’implants médicaux 
représentent environ 60 % des maladies nosocomiales. Les levures sont impliquées dans un 
grand nombre de ces maladies. C. albicans est le pathogène fongique humain le plus 
fréquemment isolé et est classé parmi les quatre causes les plus communes d’infections du 
sang. De nombreuses infections dues à Candida impliquent la formation de biofilms sur des 
implants médicaux (les cathéters ou les valves cardiaques) (Douglas, 2003). Le 
développement et l’amélioration de thérapies anti-fongiques ciblées passent par la découverte 
des mécanismes moléculaires responsables de la virulence de C. albicans (Li et Palecek, 
2005). Il a été démontré que son adhésion est directement liée à la virulence (Hoyer, 2001; 
Sundstrom, 2002). Cependant, l’absence d’outils de biologie moléculaire efficaces, comme 
des systèmes d’expression plasmidiques stables, des capacités de croisements limitées et 
l’absence de sporulation connue rendent l’étude de C. albicans difficile.  
B-Mécanismes de formation des biofilms fongiques pathogènes 
Etant donné leurs implications médicales, de nombreuses références sont relatives à l’étude 
des biofilms formés par C. albicans. Ces travaux ont permis de grandes avancées dans la 
connaissance de leurs mécanismes de formation, de structuration et d’action. De manière 
analogue aux bactéries, C. albicans est plus résistant aux agents antifongiques au sein du 
biofilm (Mukherjee et Chandra, 2004). Il a également été montré que, comme de nombreuses 
espèces bactériennes, la formation de biofilms par C. albicans consiste en plusieurs étapes 
successives (Chandra et al., 2001; Ramage et al., 2001). La surface est, tout d’abord, 
recouverte par un film conditionnant constitué essentiellement de protéines adsorbées (figure 
1 (a)). Des levures de forme ovoïde viennent ensuite adhérer sur cette surface conditionnée 
(figure 1 (b)). Les phases de développement suivantes permettent l’évolution vers une 
communauté cellulaire bien définie, incluse dans une matrice de polysaccharides. La 
complexité du biofilm augmente avec le temps : il croît dans les trois dimensions, et une 
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hétérogénéité spatiale se développe (figure 1 (d)). De manière simplifiée, les biofilms formés 
par Candida sont constitués de levures ovoïdes (blastopores) et de filaments (hyphes) 
organisés en une « bicouche », les blastopores constituant la couche basale et les hyphes 
formant la couche supérieure ramifiée et plus épaisse (figures 1 et 2). Ce dimorphisme, 
identifié comme un important facteur de virulence chez C. albicans,  peut être étendu à 
d’autres souches de levures pathogènes (Lengeler et al., 2000; Sanchez-Martinez et Perez-
Martin, 2001). Notons tout de même que cette structuration est espèce- et support-dépendante. 
Ainsi, elle est retrouvée sur des supports de type silicone ou chlorure de polyvinyle (PVC), 
alors que sur polyméthacrylate de méthyle (PMMA) le biofilm n’est constitué que de 
blastopores. (Chandra et al., 2001; Douglas, 2003). Kuhn et ses collaborateurs (Kuhn et al., 
2002) ont comparé, par microscopies à épifluorescence et confocale, des biofilms formés par 
différentes souches de Candida sur élastomères de silicone. Ils ont clairement montré que 
C. albicans forme un biofilm mature bien plus complexe que les espèces, également 
pathogènes, de C. parapsilosis, C. glabrata et C. tropicalis. Ces derniers ne forment en effet 
que des biofilms composés de levures bourgeonnantes.  
III-Mécanismes de formation de biofilms par S. cerevisiae 
Chandra et ses collaborateurs (Chandra et al., 2001) ont cherché à savoir si seuls les 
champignons pathogènes sont capables de former des biofilms ou si ce comportement peut 
être extrapolé aux autres espèces, comme S. cerevisiae.  
Les auteurs ont ainsi comparé la capacité de C. albicans et de S. cerevisiae à former des 
biofilms sur des supports de PMMA et de silicone. Contrairement à C. albicans, S. cerevisiae 
adhère certes au PMMA et au silicone mais sa croissance reste limitée à une couche fine 
constituée de colonies incapables de produire un quelconque matériel extracellulaire et ce 
quel que soit le matériau considéré. Ces auteurs concluent que, bien que la levure 
S. cerevisiae soit capable d’adhérer sur un support solide, elle est incapable de générer un 
biofilm mature, qui est classiquement caractérisé par un dimorphisme et une matrice 
exopolysaccharidique. Reynolds et Fink (2001) ont élargi la gamme des supports plastiques, 
par rapport à celle testée par les auteurs précédents, en étudiant le polystyrène, le 
polypropylène et le PVC. Ils ont confirmé la capacité de S. cerevisiae à adhérer à ces 
différents types de support. Contrairement à Chandra et ses collaborateurs (Chandra et al., 
2001), ils suggèrent que le terme biofilm est approprié dans le cas de la levure de boulangerie 
puisqu’une certaine maturation est observée. On constate donc ici que la définition du biofilm  
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Figure 3 : transition morphologique chez S. cerevisiae diploïde. (a) Colonies à la surface d’un 
milieu riche. (b) Pseudohyphes sur milieu sans azote. (d’après Palecek et al., 2002). 
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varie selon les auteurs. Ainsi certains, comme Chandra et ses collaborateurs (Chandra et al., 
2001), considèrent qu’un biofilm doit rigoureusement inclure la co-existence de levures, 
d’hyphes et de matrice, au contraire de Reynolds et Fink (2001) qui acceptent le terme  
biofilm pour de simples levures adhérantes. Reynolds et Fink (2001) ont également montré 
que S. cerevisiae, placée dans un milieu riche en glucose, adhère peu aux plastiques puisque 
les conditions du milieu sont favorables à sa croissance sous forme planctonique. En 
revanche, des concentrations initiales en glucose décroissantes conduisent la levure à adhérer 
davantage. Mais, placée dans un milieu sans glucose, cette adhésion est réduite, ce qui 
suggère qu’un métabolisme actif est cependant requis. 
De plus, Gimeno et al. (1992) et Kron et al. (1994) ont montré que le dimorphisme existe 
également chez S. cerevisiae. En effet, des pseudohyphes apparaissent lorsque la levure 
flocule ou qu’elle est soumise à une carence en azote. Ainsi, sur la figure 3 (Palecek et al., 
2002), nous pouvons comparer une colonie « classique » formée sur un milieu riche et une 
colonie qui s’est développée sur un milieu sans azote : les cellules s’organisent en filaments 
qui « creusent » le milieu solide, très certainement pour y trouver les nutriments manquants.    
Reynolds et Fink (2001) concluent également que S. cerevisiae, parce que l’on dispose 
d’outils moléculaires fiables et du fait de la conservation des voies de transduction de signaux 
au sein des levures (Li and Palecek, 2003), peut constituer un modèle intéressant dans le 
domaine médical pour cribler les différentes molécules impliquées dans l’adhésion et ainsi 
définir de nouvelles cibles pour les thérapies antifongiques.  
Conclusion 
Si le rôle des levures est reconnu comme bénéfique dans le domaine agroalimentaire, elles 
représentent aussi une source potentielle de contamination, compromettant ainsi la pérennité 
du procédé (qualité de l’aliment, hygiène des surfaces, rentabilité économique, risque 
sanitaire). La maîtrise des interactions entre les levures et les surfaces utilisées dans 
l’industrie agroalimentaire semble donc cruciale.  
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CHAPITRE II : APPLICATION DE LA PHYSICO-CHIMIE DES 
SURFACES POUR APPREHENDER L’ADHESION DES 
MICROORGANISMES  
Introduction 
L’adhésion d’un microorganisme sur une surface solide est un processus complexe qui 
implique deux surfaces dont l’une au moins est de nature biologique. La diversité des acteurs 
impliqués et les différents types d’interactions matériau/surface microbienne, qu’elles soient 
spécifiques ou non spécifiques, compliquent encore l’analyse et l’interprétation des données. 
Mais il faut garder à l’esprit que les interactions spécifiques et non spécifiques résultent des 
mêmes interactions physico-chimiques fondamentales. Dans le cas des interactions 
spécifiques, seules les forces entre des groupements très localisés à la surface des corps en 
présence sont prises en compte. Au contraire, pour les interactions non spécifiques, on 
s’intéresse aux forces intégrées sur l’entière surface des corps. 
Le recours aux deux approches complémentaires, physico-chimie et biologie, est essentiel 
pour cerner les différents aspects du problème et mieux appréhender l’ensemble des 
mécanismes qui ont lieu aux interfaces. Le présent chapitre va s’intéresser à l’étude de 
l’adhésion d’un point de vue purement physico-chimique. Son approche biologique sera 
présentée dans le chapitre IV. 
Dans l’approche physico-chimique « pure », on ne dissocie pas le vivant des autres matériaux. 
Les cellules sont identifiées comme des particules colloïdales idéales, sphériques et rigides, 
avec une surface parfaitement définie et uniforme. Les modèles les plus simples ne prennent 
en compte que les interactions non spécifiques. A noter toutefois que les évolutions actuelles 
ont tendance à considérer les spécificités des microorganismes (présence de flagelles, pili, 
macromolécules adsorbées). 
 
Selon l’approche physico-chimique, le processus d’adhésion est le résultat des interactions 
intermoléculaires s’établissant entre les surfaces du microorganisme et du support ; avec de 
manière détaillée : 
-les interactions de type électrostatique ; 
-les interactions liées aux forces de van der Waals ; 
-et enfin les interactions polaires (hydrophiles/hydrophobes). 
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Figure 4 : schéma descriptif des interactions pouvant s’établir entre deux corps et distances 
pour lesquelles ces interactions sont significatives.  
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De façon à comprendre l’adhésion d’un microorganisme sur une surface, il est nécessaire de 
prendre en compte ces différents types d’interactions ainsi que leur évolution en fonction de la 
distance de séparation des corps considérés. 
La physico-chimie des surfaces fournit trois approches permettant de prédire l’adhésion d’un 
microorganisme sur une surface solide : 
-la théorie de la stabilité de l’état colloïdal, encore appelée théorie DLVO, formulée par 
Derjaguin et Landau (1941), et Verwey et Over Beek (1948); 
-la théorie du mouillage donnée par la thermodynamique des surfaces ;  
-la théorie DLVO étendue par van Oss et ses collaborateurs (van Oss et al., 1986). 
 
Après un rappel sur les forces intermoléculaires, nous présenterons les principes et les 
éventuelles limitations de ces trois modèles théoriques. 
I-Forces d’interactions 
La figure 4 présente une représentation schématique des différentes interactions possibles 
entre un microorganisme et une surface solide et les distances pour lesquelles ces forces sont 
significatives.  
A-Interactions électrostatiques 
Dès que les corps sont plongés dans un milieu aqueux, des forces électrostatiques 
apparaissent, sous l’effet de  charges électriques surfaciques, liées à deux phénomènes 
principaux (Israelachvili, 1992) : 
(i) l’ionisation ou la dissociation des groupements fonctionnels de surface ; par exemple, la 
dissociation d’un proton à partir des groupements SiOH à la surface du verre, (i.e.  SiOH→ 
SiO- + H+), produit une charge de surface négative ; 
(ii) l’adsorption d’ions (cations ou anions) contenus dans la solution aqueuse. 
Quel que soit le mécanisme conduisant à l’apparition des charges de surface, ces dernières 
confèrent à la surface un potentiel de surface Ψ0. La présence de ces charges de surface 
influence la distribution spatiale des ions contenus dans la solution.  
Les ions de charge opposée (contre-ions) sont attirés par la surface, et ceux de charge 
identique (co-ions) sont repoussés loin de l’interface. Cet excès de contre-ions est maximal à 
la surface puis diminue progressivement lorsque l’on s’éloigne de cette surface et ce, jusqu’à 
ce que l’équilibre ionique de la phase aqueuse soit retrouvé (figure 5). 
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Figure 5 : double couche électrique au voisinage d’une surface chargée. 
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Cet excès de contre-ions forme ce que l’on appelle la double couche ionique. Elle est 
constituée (figure 5) :  
(i) d’une région interne, la couche de Stern, formée d’ions fortement adsorbés sur la surface : 
son épaisseur est environ égale au diamètre moyen des ions hydratés adsorbés ; 
(ii) au-delà de cette couche, on trouve la couche diffuse de Gouy-Chapmann qui correspond à 
l’atténuation progressive de l’excès de contre-ions, jusqu’à ce que l’équilibre ionique de la 
phase aqueuse soit retrouvé. 
 
Lorsque particule et surface solide s’approchent l’une de l’autre, il s’exerce une interaction 
électrostatique, liée au recouvrement de leurs doubles couches respectives. Cette interaction 
est répulsive si les deux surfaces portent des groupements chargés de même signe et attractive 
dans le cas contraire. L’épaisseur de la double couche, κ-1, est inversement proportionnelle à 
la force ionique du milieu (concentration en ions de la phase aqueuse et valence de ces ions). 
Le pH du milieu, par son influence sur le nombre de groupements dissociés présents en 
surface, intervient également dans l’intensité des forces d’interaction électrostatiques.  
 
Du fait de l’adsorption de contre-ions sur la surface chargée, le potentiel de surface Ψ0 chute 
jusqu’à ΨS dans la couche de Stern (figure 5). Dans la couche diffuse, ce potentiel décroît plus 
lentement jusqu’à devenir nul. Si l’on provoque un mouvement relatif de la phase aqueuse par 
rapport à la surface, il apparaît un plan de cisaillement, situé dans la couche diffuse, au 
voisinage de la couche de Stern. On appelle potentiel zêta ζ le potentiel au plan de 
cisaillement. Il est inférieur à ΨS et n’est pas équivalent au potentiel de surface Ψ0 (James, 
1979) (figure 5).  
 
Le potentiel zêta peut être déterminé par des méthodes électrocinétiques, comme la mesure de 
la mobilité électrophorétique ou du potentiel d’écoulement. 
B-Interactions non électrostatiques 
1)Interactions apolaires liées aux forces de van der Waals 
Les forces de van der Waals sont des forces d’attraction ou de répulsion entre deux ou 
plusieurs molécules. Elles sont universelles et interviennent quels que soient les corps 
considérés. Celles-ci se distinguent des liaisons chimiques par le fait qu’elles ne sont pas 
assez fortes pour donner lieu à des structures géométriques définies ; elles ne donnent lieu 
qu’à des édifices de dimensions variables, qui se font et se défont en permanence. 
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Les forces de van der Waals résultent des interactions électriques entre molécules 
globalement neutres. Elles sont dues à l’interaction des électrons d’une molécule avec les 
noyaux des molécules voisines. Elles résultent de trois effets physiques différents. 
 a)Interaction de Keesom entre dipôles 
Il s’agit d’une attraction entre deux molécules polaires, c’est-à-dire d’une interaction dipôle-
dipôle (Keesom, 1921). Le champ d’un dipôle tend à orienter les autres. Cet effet 
d’orientation se traduit par l’existence d’une énergie potentielle entre molécules. 
 b)Interaction de Debye entre dipôle et dipôle induit 
Une molécule non polaire, placée dans un champ électrique créé par une molécule polaire, se 
polarise et acquiert un moment dipolaire induit (Debye, 1920). Ce moment dipolaire est 
proportionnel d’une part au champ électrique créé par la molécule polaire, et d’autre part à 
une grandeur caractéristique de la molécule non polaire, sa « polarisabilité ». La 
« polarisabilité » d’une molécule croît avec les dimensions de celle-ci. 
 c)Interaction de London (ou de dispersion) entre dipôles 
induits 
Même en l’absence de molécules polaires, il subsiste des interactions moléculaires très faibles 
appelées forces de London. Par suite des fluctuations de la position de ses électrons, la 
configuration électronique d’une molécule change continuellement. Une molécule quelconque 
présente donc, à certains instants, un moment dipolaire instantané, capable de créer un champ 
électrique et faire apparaître des dipôles induits en phase dans les molécules voisines 
(London, 1930).  
Les forces de Keesom et Debye sont négligeables en milieu aqueux et seules les forces de 
London subsistent. Ces dernières sont communément nommées forces de Lifshitz-van der 
Waals. 
2)Interactions polaires 
Les interactions polaires sont des interactions que l’on trouve en milieu aqueux et qui sont 
liées à la capacité de l’eau à former des liaisons hydrogène.  
 a)Liaison hydrogène 
A proximité des surfaces solides, les molécules d’eau s’organisent en une structure quasi-
cristalline. Il en résulte la création de liaisons hydrogène entre :  
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(i) les atomes électronégatifs des surfaces (O, Cl, F, N) et les atomes d’hydrogène de la 
molécule d’eau ;  
(ii) ou entre les atomes d’hydrogène des surfaces et l’atome d’oxygène de la molécule d’eau. 
Un composé donné (molécule, macromolécule, particule, surface,…) peut être hydrophile, 
c’est-à-dire capable d’intervenir dans des liaisons hydrogène, ou hydrophobe, c’est-à-dire 
incapable d’intervenir dans les liaisons hydrogène. Il existe différents degrés dans ce 
caractère, qui se traduit par l’existence d’interactions hydrophiles et hydrophobes plus ou 
moins marquées. 
 b)Répulsion hydrophile 
Dans le cas de surfaces polaires ou chargées, les groupements fonctionnels de la surface 
deviennent hydratés : ils s’associent avec les molécules d’eau par des liaisons hydrogène. 
L’interaction entre deux surfaces hydratées est une interaction répulsive. En effet, l’affinité de 
chacune de ces surfaces pour l’eau se traduit par l’existence d’une couche d’eau liée à la 
surface et organisée en réseau. Or, pour parvenir à un contact rapproché des deux surfaces, il 
est nécessaire que celles-ci libèrent les molécules d’eau associées en fournissant de l’énergie. 
Il en résulte une énergie de répulsion hydrophile, ΔGAB, positive. Cette répulsion hydrophile 
est fonction de la nature des particules et de leur distance de séparation d. Elle varie avec d 
selon une loi exponentielle et est effective à des distances de l’ordre de 3 à 5 nm.   
Selon la théorie développée par van Oss (1996), dans le cas de particules hydrophiles, il est 
possible de distinguer celles qui ont des propriétés de surface acides (c’est-à-dire accepteurs 
d’électrons) ou basiques (donneurs d’électrons) au sens de Lewis. Une répulsion hydrophile 
aura lieu entre deux corps de « nature » identique  au sens de Lewis. 
c)Attraction hydrophobe 
Dans le cas où une surface solide ne porte pas de groupements fonctionnels ioniques ou 
polaires, ni de sites adéquats pour la formation de liaisons hydrogène, cette surface est inerte 
vis-à-vis de l’eau et est donc hydrophobe. Les molécules d’eau se trouvant à proximité de 
cette surface ont tendance à s’en éloigner pour s’entourer d’autres molécules d’eau. Dans le 
cas où ces molécules sont confinées entre deux surfaces hydrophobes, leur mouvement moyen 
en direction de la solution aqueuse favorise le rapprochement des surfaces. L’énergie 
d’attraction hydrophobe qui en résulte, ΔGAB, est négative. Cette attraction hydrophobe est 
également fonction de la nature des particules et de leur distance de séparation d. Elle varie 
avec d selon une loi exponentielle et est effective à partir de distances de l’ordre de 10 nm.
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Figure 6 : interactions stériques dues à la présence de chaînes de polymères adsorbées sur 
deux particules. (a) répulsion : la densité surfacique est élevée, la répulsion stérique est 
dominante. (b) attraction : la densité surfacique des polymères adsorbés est faible et les 
chaînes sont suffisamment longues pour s’adsorber simultanément sur plusieurs surfaces, 
générant ainsi une attraction par pontage. 
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3)Interactions stériques 
Ces interactions interviennent dans le cas d’un milieu où des macromolécules sont présentes, 
ce qui se rapproche de la réalité biologique. La présence d’une couche adsorbée de polymères 
ou de tensioactifs sur les surfaces considérées peut influencer l’ensemble des interactions 
précédemment décrites (Elimelech et al., 1995) en modifiant leur charge de surface ou leur 
affinité vis-à-vis de l’eau par exemple.  
En outre, l’adsorption de ces macromolécules sur les surfaces peut conduire à un 
encombrement stérique qui empêche les objets de se rapprocher trop près les uns des autres 
(figure 6 (a)).  
Le potentiel d’interaction qui en résulte dépend à la fois de la densité des macromolécules 
adsorbées et de la longueur des chaînes. L’interaction qui en résulte est a priori répulsive 
(figure 6 (a)) mais peut devenir attractive par accrochage des polymères sur les deux objets 
(figure 6 (b)). On parle alors de pontage. 
II-Les théories 
Il existe à l’origine deux approches, initialement considérées comme distinctes, de l’adhésion 
des microorganismes aux surfaces :  
- la théorie DLVO prend en compte les interactions électrostatiques ainsi que les interactions 
de Lifshitz-van der Waals ;  
- l’approche thermodynamique ne prend en compte que les interactions non électrostatiques. 
Ces deux théories ont été réconciliées par van Oss et ses collaborateurs (van Oss et al., 1986) 
au sein de la théorie DLVO étendue qui prend en compte les trois types d’interaction 
fondamentales (Lifshitz-van der Waals, acide-base de Lewis et électrostatiques) . 
A-La théorie DLVO appliquée à l’étude de l’adhésion des 
microorganismes 
La théorie DLVO, première théorie concernant la stabilité de l’état colloïdal, doit son nom 
aux auteurs qui l’ont développée indépendamment : Derjaguin et Landau (1941), et Verwey et 
Overbeek (1948). 
Selon ces auteurs, une particule qui s’approche à une certaine distance d’une surface donnée 
va interagir avec cette surface par des forces de type van der Waals ou électrostatiques. Cette 
théorie est très largement utilisée pour rendre compte des phénomènes de floculation, 
d’agglomération ou de coagulation des systèmes colloïdaux. Elle permet donc de prévoir la 
probabilité qu’a la particule de se situer à une certaine distance de la surface considérée. 
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Il est possible de distinguer deux types d'adhésion : 
- l'adhésion de minimum secondaire, c'est-à-dire une adhésion réversible qui laisse à la 
particule un mouvement brownien dans un plan ; 
- l'adhésion de minimum primaire, irréversible. Dans ce cas, il n’y a plus aucun degré de 
liberté.  
Cette théorie fournit une bonne description du comportement de particules colloïdales mais ne 
prend pas en compte les interactions intermoléculaires à courte portée. En effet, à des 
distances aussi faibles, d'autres types d'interactions telles que les liaisons hydrogène sont 
prépondérantes et déterminent la force d'adhésion au niveau du minimum primaire que la 
théorie DLVO ne prévoit pas. 
 
Cette théorie peut toutefois être appliquée pour prévoir l’adhésion des microorganismes aux 
surfaces, sachant que les microorganismes sont loin d’être des particules idéales. Ils n’ont ni 
géométrie simple, ni composition moléculaire uniforme, et sont donc difficilement 
« modélisables ». On peut cependant les assimiler à des colloïdes lorsque leur taille est 
voisine de 1 µm. Pour des microorganismes de taille supérieure (par exemple les levures) 
l’application de la théorie DLVO reste sujette à discussion. Cependant, en acceptant quelques 
approximations, les interactions entre microorganisme et surface solide peuvent être décrites 
par la théorie DLVO exposée ci-dessus (Marshall, 1985).  
Selon cette théorie, l’adhésion microbienne est donc le résultat d’un équilibre s’établissant 
entre les forces de van der Waals et les forces électrostatiques. L’énergie libre d’interaction 
totale, ΔGTOT entre le microorganisme et le support, séparés d’une distance d, est la somme 
des énergies libres liées aux interactions attractives de van der Waals, ΔGLW, et aux 
interactions électrostatiques, ΔGEL. Cette énergie est modulée par la force ionique du milieu et 
décroît avec la distance d de séparation entre les corps.   
 
ΔGTOT peut être calculée sur la base des expressions théoriques de ΔGLW et ΔGEL.  
Ainsi, pour une particule sphérique immergée dans un solvant à proximité d’un support, les 
interactions de Lifshitz-van der Waals vont intervenir entre la surface de la particule et le 
solvant, entre la surface du support et le solvant et entre la surface de la particule et la surface 
du support, à la condition d’une distance particule/support suffisamment faible. 
L’énergie d’interaction liée à ces forces de Lifshitz-van der Waals, notée ΔGLW, entre une 
sphère de rayon a et une plaque semi-infinie, séparées d’une distance d s’écrit (Equation 1) : 
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ΔGLW  = ( )[ ]ad dad adaA 2ln26 ++++−        Equation 1 
avec  A : constante de Hamaker (J) 
 a : rayon de la sphère (m) 
 d : distance entre la sphère et la plaque (m)  
ΔGLW  est fonction de la nature de la particule, du solvant et du support, de leur géométrie et 
de la distance de séparation entre les corps. Elle est exprimée en mJ/m².  
Dans le cas de deux particules identiques en interaction, les forces de Lifshitz-van der Waals 
sont généralement attractives (ΔGLW < 0). Elles sont maximales au contact puis diminuent 
quand la distance entre les particules augmente. Elles restent effectives à des distances de 
l’ordre de 10 nm. 
 
L’énergie d’interaction électrostatique, notée ΔGEL et associée à ces interactions, est fonction 
de la charge portée par les particules, de leur géométrie, de leur distance de séparation d et de 
la force ionique du milieu. La force ionique du milieu a deux effets souvent couplés : 
- une diminution du potentiel dans la couche de Stern, d’autant plus importante que la force 
ionique du milieu est forte et que la valence des ions est élevée ; 
- une diminution de l’épaisseur de la double couche. 
Les interactions électrostatiques diminuent donc fortement quand la force ionique du milieu 
augmente. 
L’énergie libre d’interaction entre une sphère de rayon a (de potentiel zéta ζ1) et une plaque 
semi-infinie (de potentiel zéta ζ2), séparées d’une distance d, s’écrit (Equation 2) : 
ΔGEL ( ) ( )( ) ( )( )⎥⎦⎤⎢⎣⎡ −+−
+
+⋅
+= d2- exp  1ln    d- exp  1
d- exp  1ln   
   2  1
    2
2
2
1
2122
2
1 κκ
κ
ζζ
ζζζζπε a       Equation 2 
avec ∑⋅ε=κ i ii
2
n z  
T B 
e
   
ε : permittivité du milieu (6,96.10-10 J.m-1.V-2 pour l’eau) 
e : charge des électrons (1,6021.10-19 C) 
B : constante de Boltzmann (1,3807.10-23 J.K-1) 
T : température (K) 
zi : valence des ions  
ni : nombre d’ions par cm3  
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Figure 7 : représentation schématique des énergies interfaciales mises en jeu lors de 
l’adhésion d’un microorganisme (M) en suspension dans un liquide (L) à un support (S). (a) 
pas d’adhésion (b) adhésion. 
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Bien que cette théorie constitue un outil intéressant pour étudier l’adhésion des 
microorganismes, notamment par la prise en compte des interactions à longue distance, elle a 
ses limites car il existe parfois des contradictions entre ce qu’elle prévoit et les observations 
expérimentales (voir, à titre d’illustration, Dufrêne et al., 1996). Elle prend uniquement en 
compte les interactions de Lifshitz-van der Waals et les interactions électrostatiques et néglige 
les interactions polaires. Cette théorie ne peut donc pas décrire le comportement d’un 
microorganisme à proximité immédiate d’une surface, notamment en milieu aqueux, où les 
interactions hydrophiles et hydrophobes sont susceptibles d’être très importantes. 
B-La thermodynamique des surfaces : application à l’adhésion 
microbienne 
D’après certains auteurs, le phénomène d'adhésion microbienne peut être appréhendé sous un 
angle strictement thermodynamique (Busscher et al., 1984).  
Cette théorie, qui ne prend en compte que les interactions non électrostatiques (i.e. Lifshitz-
van der Waals et acide-base de Lewis), est basée sur l’équation de Dupré (Dupré, 1869) 
appliquée à un système microorganisme-solide-liquide (milieu de suspension) comme illustré 
sur la figure 7 (a).  
 
L’adhésion du microorganisme sur le support solide correspond à un état d’équilibre. Elle se 
traduit par la création d’une interface microorganisme-solide et, conjointement, par la 
destruction des interfaces microorganisme-liquide et solide-liquide (Absolom et al., 1983). 
Cette variation peut s’exprimer de la manière suivante :  
ΔGadh=        Equation 3       G SL MLMSMLS γ−γ−γ=Δ
où γ est l’énergie libre interfaciale, les indices S, M et L étant relatifs au support, au 
microorganisme et au milieu de suspension, respectivement. 
 
Comme pour tous les systèmes présents dans la nature, le système présenté sur la figure 7 va 
tendre vers un minimum d’énergie libre. En accord avec le second principe de la 
thermodynamique, l’adhésion microbienne est donc un processus favorisé, d’un point de vue 
énergétique, si la variation d’énergie libre ΔGadh=ΔGMLS qui accompagne ce phénomène est 
négative (ΔGadh<0) (figure 7 (b)). Au contraire, si ΔGadh est positif, l’adhésion sera impossible 
figure 7 (a). 
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La variation d’énergie libre ΔGadh accompagnant l’adhésion d’un microorganisme sur un 
support en milieu liquide peut être calculée à partir de la connaissance des énergies libres de 
surface du milieu de suspension, du solide et du microorganisme.  
1)Calcul des énergies de surface des trois entités (microorganisme, 
support, milieu de suspension) 
D’après van Oss et ses collaborateurs (van Oss et al., 1986), l’expression de l’énergie libre 
non électrostatique entre un solide (S) et un liquide (L) s’écrit : 
nonEL
SLGΔ  = +           Equation 4 LWSLGΔ ABSLGΔ
avec LWLLWS
LW
SL  .  . 2 -  G γγ=Δ   
avec ( )+−−+ γγ+γγ=Δ LSLSABSL  .    .  . 2 -  G  
- avec l’indice S désignant le solide et L le liquide, 
- la composante polaire pouvant être décomposée en 2 termes non additifs : une composante 
donneur d’électrons −γ  et une composante accepteur d’électrons +γ .    
  
D’après l’équation de Dupré, nous avons donc :    
LW
SLGΔ + = γABSLGΔ SL - γS - γL       Equation 5 
avec  γL : tension superficielle du liquide  
γS : énergie de surface du solide  
γSL : énergie interfaciale solide – liquide 
 
En introduisant ici l’équation de Young (γLV . cos θ = γS - γSL - πe) et en négligeant la pression 
d’étalement (πe), comme préconisé par van Oss et al. (1986), nous avons : 
γSL = γS - γL.cos θ        Equation 6 
En combinant cette équation aux équations 4 et 5, l’équation de Young-Dupré est obtenue 
(Equation 7), ce qui permet de déterminer les propriétés de surface du solide ( +γS , −γS , LWSγ ), 
à partir de la mesure d’angles de contact de ce solide avec des liquides dont on connaît les 
caractéristiques polaires ( , ) et apolaires ( ). +γL −γL LWLγ
) cos  1( L θ+γ ( )      . 2 L . SL . SLWL .LWS +−−+ γγ+γγ+γγ=                        Equation 7  
 
Le même type de raisonnement peut être appliqué au cas d’un microorganisme (M) pour 
lequel on recherche les composantes d’énergie de surface. 
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Dans le cas des liquides, la tension superficielle est accessible facilement de manière 
expérimentale : elle correspond à sa tension de vapeur (Bellon-Fontaine et Vernhet, 1999).  
2)Calcul de ΔGadh
Dans le cas d’un microorganisme (M) en présence d’une surface (S) dans un liquide (L), nous 
avons vu que l’équation de Dupré s’applique à un système à trois entités selon  l’Equation 3. 
Il est alors possible d’exprimer l’interaction entre le microorganisme et la surface solide 
immergés dans un liquide, en tenant compte des interactions de Lifshitz-van der Waals et des 
interactions polaires (Equation 8) : 
 
LW
L
LW
S
LW
M
LW
L
LW
S
LW
L
LW
MMLS   -   .  -   .     . [ . 2  G γγγγγ+γγ=Δ     Equation 8                            ( ) ( ) ( )]   .  -   .  -       .          .   SMSMLSMLLSML +−−++++−−−−+ γγγγγ−γ+γγ+γ−γ+γγ+     
 
Cette approche thermodynamique décrit une création d'interface mais, dans le cas d'une 
interaction cellule / matériau, le phénomène n'est pas aussi simple. Il est important de prendre 
en compte l'intervention de l'environnement cellulaire, ainsi que les autres types d’interactions 
qui ont lieu. De plus, le phénomène est ici considéré comme totalement réversible, ce qui ne 
correspond pas au cas réel.          
C-La théorie DLVO étendue 
La théorie DLVO a été étendue par van Oss et al. (1986) afin de prendre en compte les 
interactions polaires. Cette théorie considère ainsi que les interactions de Lifshitz-van der 
Waals, les interactions électrostatiques et les interactions acide-base de Lewis sont les trois 
interactions fondamentales impliquées dans les phénomènes d’adhésion des microorganismes 
aux supports. Comme évoqué précédemment, les interactions acide-base sont dues aux 
caractères électron-donneur et électron-accepteur des espèces polaires en solution.  
Selon ce modèle (van Oss et al., 1986), l’énergie libre d’interaction totale, ΔGTOT entre deux 
corps, séparés d’une distance d, s’écrit donc (Equation 9). 
ΔGTOT = ΔGEL + ΔGnonEL = ΔGEL + ΔGLW + ΔGAB     Equation 9 
Conclusion 
Nous venons de décrire l’ensemble des forces d’adhésion qui s’exercent entre une particule 
sphérique et une surface plane. Pour des particules de petite taille, ces forces d’adhésion 
peuvent être 106 fois supérieures à la force de gravité (Visser, 1976). Il est donc nécessaire de 
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les caractériser. Mais les expressions théoriques de ces forces d’adhésion ne sont obtenues 
que pour des systèmes géométriques simplifiés.  
Par ailleurs, il existe parfois des contradictions entre ce que prévoient ces théories et les 
observations expérimentales. En effet, dans la réalité, l’un, ou les deux corps, se déforme(nt) 
au contact de l’autre sous l’effet de ces fortes interactions moléculaires. Ceci signifie qu’aux 
interactions moléculaires viennent s’ajouter des déformations et des effets élastiques ou 
plastiques ; ces derniers sont encore mal connus à l’heure actuelle. De plus, l’existence de 
forces dynamiques de cisaillement dans la plupart des environnements (par exemple la cavité 
orale, les rochers ou les coques de bateaux) perturbe le contact initial entre le microorganisme 
et le support d’adhésion. Mais c’est de l’intensité de cette adhésion initiale que dépend la 
solidité d’attachement du biofilm entier, elle est donc déterminante. 
La physico-chimie est un outil essentiel pour comprendre le comportement microbien mais ne 
peut être appréhendée seule car elle ignore certains processus propres au vivant. Une bonne 
compréhension du phénomène d'adhésion microbienne à un matériau doit intégrer les données 
physico-chimiques et les caractéristiques biologiques. De ce fait, l’estimation de ces forces 
doit se faire également par voie expérimentale. 
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CHAPITRE III : METHODES DE QUANTIFICATION DE 
L’ADHESION 
Introduction 
Dans le chapitre précédent, nous avons présenté les différentes forces contribuant à l’adhésion 
d’un microorganisme sur une surface et les modèles théoriques associés, permettant de les 
caractériser et de les quantifier. Nous avons souligné que leurs expressions théoriques ne sont 
données que pour des systèmes simplifiés (géométrie, homogénéité de la surface), 
difficilement adaptables aux microorganismes, rendant de ce fait leur utilisation peu 
représentative de la réalité biologique. 
Avant d’évaluer la force d’adhésion proprement dite, avec les difficultés opératoires liées à la 
complexité des surfaces microbiennes, il est nécessaire de mettre au point des méthodes 
expérimentales permettant la quantification du niveau d’adhésion pour un microorganisme en 
contact avec une surface donnée et sa variation en fonction des conditions environnementales. 
Ces méthodes sont souvent fonction du « background » scientifique de leurs inventeurs. Parmi 
ces techniques, nous présenterons tout particulièrement l’intérêt de la technique de 
détachement hydrodynamique, choisie dans cette étude. 
I-Méthode par immersion 
A-Principe 
Cette appellation regroupe l’ensemble des essais pour lesquels la suspension cellulaire est 
mise en contact avec la surface inerte dans des conditions statiques ou des conditions 
d’agitation peu maîtrisées. A l’issue d’un temps de contact variable (de quelques minutes à 
plusieurs jours), le support est la plupart du temps rincé et les microorganismes restant 
adhérés sont comptés sous microscope optique, avec ou sans marquage préalable. Les 
microorganismes peuvent également être dénombrés après avoir été détachés du support par 
sonication.  
B-Limites 
Les procédures de rinçage sont le plus souvent non standardisées (par exemple, un rinçage 
« doux », préconisé sans autre précision, est effectué) et vont dépendre de l’opérateur, rendant 
ainsi impossible toute comparaison entre des résultats provenant de différents laboratoires. 
Par ailleurs, pendant le rinçage, les microorganismes adhérants sont soumis à des forces de 
détachement relativement importantes. Ainsi, un rinçage « doux » soumet le microorganisme 
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à une force de l’ordre de 10-9-10-10 N (Visser, 1976). Mais le simple fait de sortir la lame de la 
suspension cellulaire se révèle de loin le plus drastique. En effet, cette dernière étape 
correspond à l’établissement d’une interface eau-air, ce qui se traduit par des forces de 
détachement de l’ordre de 10-7 N (Leenars, 1988; Leenars et O'Brien, 1989).  
Ces forces, le plus souvent appliquées de manière non intentionnelle, conduisent en fait à 
évaluer la rétention du microorganisme sur le support plutôt que sa réelle adhésion.  
II-Les microplaques 
Cette technique n’est qu’une variante de la précédente. En effet, elle consiste à faire adhérer la 
suspension cellulaire au fond et sur les parois d’une plaque « 96 puits ». Les procédures de 
rinçage et de marquage sont du même type que dans la technique d’immersion. Cette 
technique est qualifiée de technique « haut-débit » car elle permet une lecture rapide et 
automatisée des résultats. Elle est notamment utilisée pour réaliser des criblages, par exemple 
pour évaluer la sensibilité de biofilms à une palette d’antibactériens ou d’antifongiques selon 
le biofilm considéré (Ramage et al., 2001). 
III-La microscopie électronique à balayage 
C’est à la microscopie électronique à balayage que l’on doit les premières données sur la 
structuration des biofilms. Bien que largement controversée aujourd’hui, notamment car elle 
présente un risque de dénaturation de l’échantillon biologique, dû à la fixation artificielle des 
structures, au recouvrement par un film métallique et au travail sous vide, elle offre encore de 
nombreuses informations. Ainsi, Nett et Andes (2006) présentent une belle illustration de la 
structure bi-dimensionnelle d’un biofilm formé par C. albicans (voir figure 2). 
IV-La microscopie confocale 
Cette technique est particulièrement intéressante pour étudier la structuration dans l’espace du 
biofilm mature. C’est en utilisant cette technique que Chandra et al. (2001) ont pu mettre en 
évidence l’effet de la nature du support sur l’architecture du biofilm. Ce dernier est formé 
dans une petite cellule directement placée sous le microscope, évitant ainsi la création 
d’interface dommageable avec l’air. L’observation de la structure 3D est rendue possible par 
reconstruction d’images.  
V-La microscopie à force atomique 
Actuellement, la microscopie à force atomique (AFM) est peut-être la technique la plus 
précise utilisée pour étudier les premières étapes de la formation du biofilm.  
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Figure 8 : principe général de l’AFM. (d’après Dufrêne, 2002). 
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L’un des avantages de l’AFM est la possibilité de travailler sur des échantillons en milieu 
liquide. Les images obtenues par AFM ne sont pas générées par un rayonnement lumineux 
incident comme en microscopie optique classique, mais par la mesure de la force existant 
entre une pointe et la surface d’un échantillon (Binnig et al., 1986).  
Dufrêne (2002) (figure 8) expose le principe simplifié de cette technique. Une image est 
obtenue suite à l’enregistrement de l’évolution de cette force quand la pointe balaye 
l’échantillon dans les dimensions x et y de l’espace. De plus, l’échantillon étant monté sur un 
support piézoélectrique, un positionnement dans les trois dimensions de l’espace est possible. 
La pointe est fixée sur un cantilever déformable qui agit comme un ressort. Sa déformation -
ou déflection- est mesurée à l’aide d’un laser focalisé sur la partie libre du cantilever, le rayon 
réfléchi étant détecté par une photodiode. Une forte déflection du cantilever révèle une force 
d’attraction globale importante entre la pointe et l’échantillon. 
 
De nombreuses approches expérimentales ont été développées afin de mesurer la force 
d’interaction entre un microorganisme et un support.  
L’une d’elles consiste à « attacher » directement le microorganisme sur la pointe puis à 
déterminer l’évolution des courbes force-retrait entre ce microorganisme et le support 
d’intérêt (Ong et al., 1999). Cependant, la pointe étant plus large que le microorganisme, il est 
difficile de conclure quant à l’influence « parasite » de la pointe sur la déflection engendrée 
(Klein et al., 2003). Il faut, de plus, noter que la phase critique de cette manipulation est l’ 
« attachement » de la cellule sur la pointe. En effet, l’architecture macromoléculaire de la 
membrane du microorganisme peut être dénaturée. Un moyen de préserver cette architecture 
serait de le faire adhérer par interactions spécifiques (Benoit et al., 2000). Une autre approche, 
proposée par Lower et ses collaborateurs (Lower et al., 2001) consiste à fixer sur la pointe des 
billes portant des fonctions amines, sur lesquelles ont adhéré les bactéries. Il est également 
possible de préparer un tapis bactérien, et d’étudier les interactions de la pointe avec ce tapis 
(van Der Mei et al., 2000). 
L’AFM se révèle donc être l’outil nanométrique d’avenir pour la mesure des forces 
d’interaction car elle présente une sensibilité de mesure suffisante. 
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VI-Les pinces optiques 
Les pinces optiques permettent d’attraper, de manipuler et de déplacer, grâce à un 
rayonnement laser, une cellule vivante sans l’endommager (Block et al., 1989; Visscher et al., 
1993). De plus, si l’appareil est correctement calibré, il permet une quantification des forces 
mises en oeuvre dans le détachement (Svoboda et Block, 1994; Simmons et al., 1996). La 
force optique, proportionnelle à la puissance du rayon incident, dépend de la taille, de la 
forme et de l’indice de réfraction de l’objet piégé. 
VII-Les chambres à écoulement 
Contrairement aux techniques précédentes, les chambres à écoulement sont utilisées pour 
étudier l’adhésion et le détachement des microorganismes aux surfaces inertes dans des 
conditions hydrodynamiques contrôlées, sans que ces derniers ne soient soumis à une 
quelconque interface eau-air, qui s’avérerait, le cas échéant, préjudiciable.  
Plusieurs types de dispositifs ont été développés. L'écoulement peut être, selon la géométrie 
de la chambre, radial ou longitudinal. Les forces exercées sur les cellules sont alors des forces 
hydrodynamiques de pression et/ou de cisaillement.  
Les observations in situ directes, combinées à un traitement ultérieur des images, rendent 
alors possible soit l’étude de l’organisation des premières couches du biofilm dans les deux 
dimensions de l’espace, soit l’étude du détachement des microorganismes.  
 
Le contrôle strict des conditions hydrodynamiques à l’intérieur de la chambre permet 
d’accéder à de nombreuses données expérimentales, telles que la contrainte de cisaillement 
nécessaire au détachement des microorganismes et même, sur la base de quelques hypothèses 
simplificatrices, la force d’adhésion du microorganisme sur le support. Cette utilisation 
originale de la chambre à écoulement, appliquée à l’adhésion de S. cerevisiae, sera 
développée dans la partie résultats-chapitre IV. 
A-Efforts exercés par un écoulement cisaillé en régime laminaire 
Les microorganismes sont déposés sur une surface soumise à un écoulement cisaillé, 
parfaitement contrôlé et qui permet de déterminer la contrainte de cisaillement nécessaire au 
détachement des particules biologiques. Un bilan de forces permet d’évaluer la force 
d’adhésion correspondante.  
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Figure 9 : efforts exercés par un écoulement cisaillé sur une particule en contact avec une 
surface plane parallèle à la direction de l’écoulement. 
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 1)les forces hydrodynamiques 
Le microorganisme est supposé être parfaitement sphérique et est soumis à un ensemble 
d’efforts qui tendent à le déplacer (figure 9). La force de traînée T
r
 est parallèle à la direction 
de l’écoulement et est liée au frottement visqueux du fluide sur la surface du microorganisme, 
la force de portance P
r
 est due à la différence de pression de part et d’autre de la particule en 
présence d’inertie et est perpendiculaire à la direction de l’écoulement. Le couple 
hydrodynamique , appliqué au centre de la sphère lorsqu’il y a un gradient de vitesse 
(cisaillement), est perpendiculaire à la direction de la traînée et de la portance.  
0Γr
 
Lorsque l’un de ces efforts dépasse en intensité l’effort dû à l’adhésion, la particule est 
délogée de la surface. Il est cependant difficile de déterminer quel est le mécanisme 
responsable du mouvement de la particule (glissement ou roulement par exemple). Cette 
information est cependant nécessaire pour calculer la force d’adhésion. Nous verrons dans le 
chapitre IV de la partie Résultats comment remonter au mécanisme de détachement, dans le 
cas de la levure. L’intensité des efforts hydrodynamiques dépend de plusieurs facteurs comme 
la contrainte de cisaillement de l’écoulement imposée, la taille des particules et la présence de 
particules voisines.  
2)Expression des efforts hydrodynamiques exercés sur une particule 
isolée 
Dans le cas idéal d’une particule isolée soumise à un écoulement linéairement cisaillé en 
régime faiblement inertiel, les expressions des efforts ont été calculées par O’Neill (O'Neill, 
1968) qui a résolu l’équation de Stokes par une méthode semi-analytique et Krishnan et 
Leighton (1995) :  
-force de traînée 
T = 32  τ2r p i           Equation 10 
-force de portance 
P = 9,257  τ2r p Rep k          Equation 11 
-couple hydrodynamique 
0Γ = 11,9  τ3r p            Equation 12 j
avec  r : rayon de la particule (m) 
 τp : contrainte de cisaillement (Pa) 
Rep : nombre de Reynolds particulaire  
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3)Ecoulement dans un canal sur le fond duquel sont déposées un 
grand nombre de particules 
Les expressions des efforts présentées ci-dessus ne sont valables que dans le cas d’un 
écoulement linéairement cisaillé autour d’une particule sphérique isolée sur une surface plane. 
Généralement, l’écoulement cisaillé au voisinage de la particule est créé par un écoulement de 
fluide dans une cellule à section rectangulaire (Elzo, 1994; Lorthois, 1999). Dans cette 
méthode, la hauteur du canal et la présence de particules voisines sont des paramètres 
influençant les efforts hydrodynamiques créés par l’écoulement sur les particules. Afin de 
déterminer l’erreur commise sur l’expression de la force de traînée et du couple 
hydrodynamique appliqués par l’écoulement sur une particule non isolée dans un canal 
bidimensionnel plan, Brooks et Tozeren (1996) ont résolu numériquement l’équation de 
Stokes par la méthode aux différences finies. Le domaine tridimensionnel étudié par ces 
auteurs est constitué d’un canal, formé de deux plaques parallèles espacées d’une distance L, 
dans le fond duquel un ensemble de sphères est déposé périodiquement suivant un réseau 
carré de côté d. Des conditions de symétrie sont imposées sur les faces latérales ainsi que des 
conditions de périodicité en entrée et en sortie du domaine.  
Ces auteurs ont montré que, pour des particules de rayon fixé, la force de traînée et le couple 
hydrodynamique décroissent lorsque la hauteur du canal et la distance interparticulaire 
diminuent. En outre, les expressions de O’Neill (1968) sont valides à 1% près si le rapport 
entre taille des particules et hauteur du canal est inférieur à 1/15 et si la distance 
interparticulaire est supérieure à 3r (avec r : rayon de la particule).  
B-Application à l’étude des interactions levure / support 
Le bilan des forces et des moments appliqués à un microorganisme permet de relier la 
contrainte de cisaillement permettant son détachement à la force d’adhésion. Il est à la base de 
la technique de mesure de forces d’adhésion par détachement hydrodynamique que nous 
utilisons dans ce travail pour étudier les interactions levure-surface solide. La connaissance 
précise des efforts hydrodynamiques appliqués sur chaque particule est un prérequis 
indispensable à l’utilisation d’une telle méthode. La conception de la chambre à écoulement 
cisaillé doit donc être parfaitement adaptée et notamment satisfaire les différents critères 
énoncés ci-dessus comme la hauteur du canal. Les caractéristiques géométriques de la 
chambre utilisée dans la présente étude sont directement issues de celles rapportées par 
Lorthois et al. (2001). Le bilan des forces, rendu ainsi possible et appliqué à notre modèle 
d’étude, sera présenté dans la partie Résultats chapitre IV, l’objectif étant de quantifier la 
force d’adhésion dans différents cas expérimentaux (type de levure, type de surface solide). 
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Conclusion 
Nous venons de présenter les différentes techniques permettant de quantifier les forces 
d’adhésion particule-support. Parmi l’ensemble des possibilités offertes, la méthode 
hydrodynamique offre un champ d’investigation très large et permet de quantifier l’effet 
d’une grande variété de conditions expérimentales, comme le rôle du film conditionnant, 
l’influence des propriétés de surface du support, ou de la salinité d’un milieu. De plus, cette 
méthode, assurant une circulation continue de fluide, peut « mimer » les conditions 
opératoires mises en oeuvre dans de nombreux procédés industriels, notamment ceux 
s’intéressant à l’hygiène des surfaces. 
C’est pourquoi la stratégie expérimentale que nous avons choisi pour étudier l’adhésion des 
levures sur l’acier inoxydable va s’orienter vers l’utilisation de la méthode hydrodynamique.
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CHAPITRE IV : CARACTERISATION DES PROPRIETES DE 
SURFACE DE LA LEVURE ET DE L’ACIER INOXYDABLE : 
CONSEQUENCES SUR L’ADHESION MICROBIENNE 
Introduction 
La paroi de la levure S. cerevisiae, qui est l’élément le plus externe de la cellule, en détermine 
ses propriétés de surface (charge, énergie de surface, porosité…). C’est LA structure qui entre 
en contact adhésif avec le support solide, d’où l’importance de décrire précisément sa 
composition et son architecture.  
De manière complémentaire, les propriétés de surface du support solide ont également un rôle 
clé dans l’établissement, ou non, du contact adhésif avec le microorganisme. Notre étude 
ayant pour cadre l’hygiène des surfaces en industrie agroalimentaire, le support étudié est 
l’acier inoxydable AISI 316L, matériau principal des équipements concernés (conduites, 
tanks).  
Nous verrons ensuite, comment, d’une façon générale, les propriétés de surface respectives 
des corps en présence (microorganisme, surface solide, milieu) peuvent jouer sur l’adhésion. 
Nous nous intéresserons à l’influence de ces paramètres dans le cas spécifique de l’adhésion 
des levures. 
I-La levure Saccharomyces cerevisiae 
A-La paroi cellulaire  
La paroi de la levure de S. cerevisiae constitue une entité extracellulaire de 100 à 200 nm 
d’épaisseur, entourant la membrane plasmique. Elle représente 20 à 30% de la masse sèche de 
la cellule. C’est une structure dynamique puisqu’elle est remodelée au cours des divisions 
cellulaires, ainsi qu’en réponse aux agressions environnementales ou aux mutations pariétales 
(Cid et al., 1995; Smits et al., 1999). 
1)Composition biochimique  
C’est également une structure complexe, constituée de proportions variables en 
polysaccharides et protéines glycosylées (Nguyen et al., 1998). 
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a)les polysaccharides 
-glucanes 
Les teneurs en glucanes, rapportées dans la littérature, sont d’environ 60-65 % du poids sec de 
la paroi (Kapteyn et al., 1999). Deux types de glucanes ont été identifiés (Fleet, 1991) : 
-les β-1,3-glucanes, polymères linéaires constitués d’environ 1500 résidus de glucose en 
moyenne, reliés par des liaisons β(1,3) ; 
-les β-1,6-glucanes, polymères  d’environ 140 à 350 résidus D-glucose reliés par des liaisons 
β(1,6).  
-chitine 
La chitine est un homopolymère linéaire, synthétisé lors du bourgeonnement, et composé 
d’environ 120 résidus N-acétyl-D-glucosamine reliés par des liaisons β(1,4). Elle représente 
seulement de 1 à 3 % des polysaccharides pariétaux et se trouve majoritairement au niveau 
des cicatrices de bourgeonnement ; elle joue un rôle majeur lors des événements 
morphologiques du cycle cellulaire (Fleet, 1991; Cid et al., 1995). 
Les chaînes de chitine sont associées de façon anti-parallèle par des ponts hydrogène pour 
former des microfibrilles. Chez S. cerevisiae comme chez C. albicans, la chitine est attachée 
de façon covalente aux β-1,3- et β-1,6-glucanes (Kapteyn et al., 1997; Klis et al., 2001). 
b)les protéines glycosylées 
Ce sont en réalité des phosphomannoprotéines qui constituent le deuxième composant 
majoritaire de la paroi : elles représentent 35 % du poids sec de la paroi (Kapteyn et al., 1999; 
Yin et al., 2005).  
Ce sont des protéines de haut poids moléculaire, glycosylées par des polysaccharides très 
ramifiés d’au moins 150 unités D-mannose reliées par des liaisons α(1,2), α(1,3) et α(1,6). 
Elles peuvent être divisées en deux classes : les GPI-Cell Wall Proteins (CWP) ancrées aux β-
1,6-glucanes pariétaux via une ancre GlycosylPhosphatidylInositol et les « Pir-CWP » (Pir 
pour Protein Internal Repeat) attachées directement aux β-1,3-glucanes (Kapteyn et al., 1999). 
Yin et al. (2005) ont mis en évidence une autre classe protéique, liée à la paroi de la même 
façon que les « Pir-CWP », mais ne présentant pas de motifs internes répétés. D’autres 
mannoprotéines plus marginales sont attachées par des liaisons ioniques ou des ponts 
disulfure.   
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Figure 10 : modèle moléculaire de la paroi chez S. cerevisiae (d’après Martin-Yken et al., 
2002). 
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2)Architecture moléculaire 
La structure de la paroi des levures présente plusieurs couches (figure 10) de composants 
macromoléculaires complexes, constitués de β-glucanes, de mannoprotéines et de chitine, 
reliés entre eux par des liaisons covalentes (Lipke et Ovalle, 1998). 
 
On observe une couche interne transparente et amorphe et une couche externe, dense, 
constituée de fibrilles perpendiculaires à la surface (Osumi, 1998). 
 
La couche interne est composée de β-1,3- et de β-1,6-glucanes, composants majoritaires de la 
paroi, qui assurent la résistance mécanique et le maintien de la forme cellulaire. Cette couche 
interne paraît elle-même constituée de plusieurs épaisseurs. Seule la plus interne contiendrait 
de la chitine probablement complexée aux β-1,6-glucanes (Suarit et al., 1998). 
 
La couche externe est constituée de mannoprotéines ancrées aux glucanes pariétaux. Elles 
interagiraient entre elles par des ponts disulfures, des liaisons hydrogène et des interactions 
ioniques (Fleet, 1991; Kollar et al., 1997). Les mannoprotéines ne sont pas impliquées dans le 
maintien de la forme cellulaire mais elles déterminent la porosité de la paroi et jouent plutôt 
un rôle de filtre sélectif de protection contre les attaques chimiques et enzymatiques de type 
β-glucanase (Klis, 1994; Cappellaro et al., 1998).  
 3)Propriétés de surface de la paroi 
Le point isoélectrique de S. cerevisiae est situé aux alentours de 2,5 (Mozes et al., 1987). La 
paroi des levures est, par conséquent, chargée négativement pour des pH supérieurs, et 
notamment entre 4 et 6 comme observé par Ballou (1976), de Nobel et Barnett (1991) et Fleet 
(Fleet, 1991). Amory et Rouxhet (1988) ont mesuré un potentiel zêta de –40 mV pour 
diverses souches de S. cerevisiae et S. carlsbergensis à pH 5-6 dans de l’eau distillée. Les 
auteurs ont observé une corrélation entre le potentiel zêta à pH 4 et la concentration en ions 
phosphates, mesurée par XPS en surface de la levure. La charge négative de la levure est due 
pour la majeure partie à la déprotonation des phosphates (Amory et Rouxhet, 1988; Mozes et 
al., 1988), présents dans les mannoprotéines (0,1 à 1 %) et, dans une moindre mesure, aux 
groupements carboxyliques (Amory et Rouxhet, 1988). Ainsi, Jayatissa et Rose (1976) ont 
montré que l’élimination du phosphore de la paroi rend la cellule presque neutre, confirmant 
ainsi le rôle des phosphates dans la charge de surface. Cette charge est partiellement 
neutralisée par la protonation des groupements amines (Mozes et al., 1988). Les contre-ions 
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présents à la surface de la cellule sont K+ et NH4+ (Fleet, 1991). Dengis et Rouxhet (1996) 
réalisent une étude qui synthétise le rôle de ces différents groupements sur la charge de 
surface. Nous reviendrons sur les pricipales conclusions qui ont été tirées de ce travail dans la 
partie Résultats.   
 
Mozes et ses collaborateurs (Mozes et al., 1988) ont mis en évidence une corrélation entre le 
rapport N/P mesuré par XPS et l’hydrophobicité de la levure : quand le rapport N/P augmente, 
l’hydrophobicité augmente, ceci ayant ensuite été confirmé par d’autres auteurs (Amory et 
Rouxhet, 1988; Fleet, 1991; Cid et al., 1995). Les phosphates sont responsables de la charge 
négative de surface et la concentration d’azote reflète la quantité de protéines en surface, ce 
qui signifie que l’hydrophobicité diminue quand la charge de surface imposée par les 
phosphates augmente, et quand la quantité de protéines diminue (Amory et Rouxhet, 1988). Il 
a depuis été démontré, chez C. albicans, que ce n’est pas tant la quantité de mannoprotéines 
qui joue sur l’hydrophobicité des cellules mais plutôt leur degré de mannosylation (Masuoka 
et Hazen, 1997) : une diminution de la mannosylation des protéines de surface augmente 
l’hydrophobicité des cellules. Le même type de résultat a récemment été obtenu chez 
S. cerevisiae (Vergnault et al., 2006). 
II-L’acier inoxydable 
A-Généralités et principales catégories 
Les aciers inoxydables ont été inventés il y a près d’un siècle par Monnartz (Monnartz, 1911). 
De nos jours, leur usage est courant puisqu’il connaît un taux d’accroissement de 5% par an.  
 
Les aciers inoxydables sont fabriqués à partir d’un alliage de fer et carbone principalement, 
qui contient un minimum de 12 % de chrome. Il existe deux catégories principales d’acier 
inoxydable : 
-les alliages ferritiques ou fer-chrome contenant 12 à 30 % de chrome ; 
-les alliages austénitiques ou fer-chrome-nickel avec 12 à 30 % de chrome et 7 à 30 % de 
nickel. 
Les deux types d’aciers utilisés dans notre étude appartiennent à cette dernière classe. Il s’agit 
des aciers AISI 316L et 304L, ayant subi un polissage miroir. Le type 316L contient du 
molybdène, absent de la composition du 304L,  qui lui confère une résistance accrue à la 
corrosion en milieu chloré ; en dehors de cette différence, ils sont en tous points identiques.  
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Les aciers austénitiques sont largement utilisés non seulement en biotechnologies, pharmacie 
et industrie agroalimentaire mais aussi comme implants dans le domaine médical (Sundgren 
et al., 1985; Hayashi et al., 1989). Ces matériaux sont généralement choisis pour leur prix 
réduit, leur bonne résistance mécanique, une résistance accrue à la corrosion, une longévité 
conséquente mais également une forte résistance à l’abrasion (Holah et Thorpe, 1990).  
L’ensemble de ces propriétés fait de l’acier inoxydable un matériau de choix pour l’industrie 
agroalimentaire car il conservera ses qualités « hygiéniques » au fil des années (Holah et 
Thorpe, 1990; Stevens et Holah, 1993). 
B-Corrosion et passivité des aciers inoxydables 
En milieu aqueux ou humide notamment, les métaux et alliages ne sont pas stables. Il suffit 
pour s’en convaincre d’observer que la très grande majorité des métaux n’existe pas à l’état 
natif dans la nature mais doit être extraite et élaborée à partir de minerais. Dans ceux-ci, les 
métaux existent à l’état ionique ou du moins oxydé. La métallurgie s’efforce, par apport 
d’énergie et de matière, à amener ces ions à l’état métallique. Ce dernier n’étant pas, dans la 
plupart des cas, stable thermodynamiquement, il aura tendance spontanément à retourner à 
l’état oxydé. La corrosion correspond à ce retour, dans la mesure où les ions vont souvent 
passer dans le milieu aqueux environnant en faisant perdre au matériau son intégrité. Dans 
d’autres cas, les produits de corrosion vont rester en surface sous forme solide (oxyde, 
hydroxyde, carbonates). Ils peuvent même donner naissance à une autoprotection appelée 
passivation. C’est le cas pour les aciers inoxydables. 
Le chrome confère aux matériaux leur caractère inoxydable par la formation d’une couche 
riche en oxyde de chrome, appelée le film passif (Davis, 1994). Ce film passif se forme et se 
renouvelle seul en présence d’oxygène ou d’eau (Maller, 1998; Olsson et Landolt, 2003). 
Cette couche protectrice mesure quelques nanomètres d’épaisseur (DeBold, 1988). Formée 
directement à partir de la réaction entre le métal et l’ion OH- de l’eau, elle est capable de se 
réparer spontanément après une « dépassivation » accidentelle. Cependant, dans certaines 
conditions d’utilisation (forte teneur en chlorures du milieu, acidité), ce film peut être détruit. 
C-Structure et contamination du film passif en surface de l’acier 
inoxydable AISI 316L 
L’analyse d’un échantillon d’acier inoxydable AISI 316L par XPS montre que cet acier est 
recouvert d’un film passif stratifié (Costa, 2002). La couche la plus interne, épaisse de 30 Å, 
est constituée à 50 % d’oxyde de chrome (Cr2O3) et à 50 % d’oxydes de fer (Fe2+, Fe3+). La 
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Tableau 1 : facteurs influençant l’adhésion initiale d’un microorganisme sur une surface solide.
 Influence sur l’adhésion 
 
Facteurs liés au microorganisme    Hydrophobicité 
     
     Concentration 
 
     Espèce 
 
Phase de croissance 
 
 
augmente sur supports hydrophobes 
 
augmente 
 
espèce dépendante 
 
généralement plus marquée en phase stationnaire 
 
 
Facteurs liés au support  Rugosité  
 
     Hydrophobicité 
 
     Nature et charge du support  
 
 
variable 
 
augmente quand la levure est hydrophobe 
 
microorganisme dépendante 
 
 
Facteurs environnementaux Temps de contact 
 
     Température du fluide 
 
     Force ionique du fluide 
 
      
pH du fluide 
 
 Contamination par l’atmosphère 
 
Présence de macromolécules dans 
le fluide 
   
 
augmente 
 
espèce dépendante 
 
espèce dépendante (une force ionique élevée diminue les répulsions 
électrostatiques) 
 
espèce dépendante 
 
variable (présence de carbone à la surface du support) 
 
variable (adsorption des macromolécules sur le support et changement 
de ses propriétés de surface (chimie, hydrophobicité, rugosité)) 
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couche la plus externe, épaisse de 12 Å, est constituée à 45 % d’hydroxydes de chrome 
(Cr(OH)3) et à 55 % d’hydroxydes de fer. 
Le même type d’analyse, menée par Rubio (2002), montre également la présence parasite de 
carbone, sous forme hydrocarbonée, et d’oxygène à la surface de l’échantillon. Une couche de 
contamination organique existe donc en surface, même après une séquence de nettoyage et de 
séchage en conditions aseptiques. Cette contamination proviendrait de l’air ambiant ou des 
solutions de rinçage, comme déjà évoqué par Mozes et ses collaborateurs (Mozes et al., 
1987), et plus récemment par Boyd et al. (2001), le groupe BASIS (2001), Compère et al. 
(2001) et Rouxhet et al. (2005). 
III-Revue des différents paramètres influençant l’adhésion d’un 
microorganisme sur un support : application à la levure 
L’étude des paramètres influençant l’adhésion fait l’objet d’une grande partie de la littérature 
dédiée aux biofilms. Ainsi, de nombreux facteurs liés au microorganisme, au support ou à 
l’environnement ont été identifiés. Bien entendu, leur effet varie selon le microorganisme 
étudié. Cependant, il nous a paru utile de recenser l’ensemble des paramètres les plus 
fréquemment étudiés afin de pouvoir les prendre en compte lors de notre propre étude. Le 
tableau 1 présente la synthèse de cette analyse classée en trois groupes relatifs au 
microorganisme, au support et à l’environnement. L’influence des paramètres les plus 
significatifs, notamment appliqués aux levures, est développée ci-dessous.  
A-Adaptation phénotypique des microorganismes adhérés 
L’adhésion engendre chez le microorganisme une perception différente de son 
environnement. De nombreuses études s’intéressent à l’expression génique différenciant un 
microorganisme planctonique d’un microorganisme sessile, voir Ghigo (2003) pour revue. Ce 
dernier induit, très rapidement après s’être fixé, des gènes spécifiques du métabolisme, de la 
communication, de protéines membranaires ou pariétales. Il ne faut donc pas perdre de vue 
que les facteurs cellulaires ne sont pas figés, ils sont susceptibles d’évoluer. 
B-Charge 
Mozes et ses collaborateurs (Mozes et al., 1987) ont étudié l’adhésion de S. cerevisiae sur des 
supports de charge variée : le verre, des polymères (polypropylène, polystyrène, PVC et 
PMMA) et des métaux (acier inoxydable et aluminium). Le verre et les polymères ont été 
utilisés tels quels ou après avoir subi un traitement par des ions ferriques, qui permet 
d’abaisser la charge négative du support ou même de l’inverser.  
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Dans le cas du verre et des polymères non traités, aucune adhésion n’a été observée quel que 
soit le pH testé (i.e. 3 ou 5-6). En revanche, dans le cas de l’adsorption préalable d’ions 
ferriques, qui réduisent la charge négative des supports ainsi recouverts, une adhésion 
significative des levures a été observée. Les supports métalliques, quant à eux, sont également 
colonisés dans les mêmes conditions de pH sans nécessité de traitement préalable. A pH=6, 
l’adhésion observée est moins importante sur l’acier inoxydable (point isoélectrique=7) que 
sur l’aluminium (point isoélectrique=9). A cette valeur de pH, l’acier inoxydable est peu 
chargé alors que l’aluminium est globalement encore positif, ce qui se traduit par une 
attraction forte avec la levure qui, elle est chargée négativement à ce pH (point isoélectrique 
de 2,5). Sur la base de l’ensemble des résultats obtenus, les auteurs concluent que l’adhésion 
de S. cerevisiae sur des surfaces métalliques ou polymériques est régie principalement par des 
interactions de type électrostatique.  
Mais il faut noter que les expérimentations ont été menées dans des conditions de très faible 
force ionique (1µM), ce qui favorise ce type d’interactions.  
 
On voit ici que la prise en compte de la charge de la levure doit toujours être considérée en 
rapport avec celle du support : ces deux paramètres et leur influence résultante sur l’adhésion 
sont intimement liés. Il en est de même pour l’hydrophobicité. 
C-Hydrophobicité 
Une hydrophobibité de surface importante de C. albicans est souvent corrélée à une adhésion 
forte aux supports plastiques, par nature hydrophobes (Kuhn et al., 2002). Les mêmes 
tendances sont observées lors de l’adhésion de C. parapsilosis au polystyrène (Gallardo-
Moreno et al., 2002). Par ailleurs, rappelons que cette hydrophobicité est corrélée à des 
changements dans le taux de mannosylation des protéines pariétales : plus le taux de 
mannosylation diminue, plus l’hydrophobicité augmente (Masuoka et Hazen, 1997). Le même 
comportement a été observé pour S. cerevisiae (Vergnault et al., 2006). 
 
La nature du cathéter peut influencer l’adhésion initiale du pathogène C. albicans. En effet, 
son aptitude à initier un biofilm est accrue sur un support en latex ou en silicone par rapport à 
un support en PVC (Hawser et Douglas, 1994). En revanche, son adhésion est fortement 
diminuée sur polyuréthane (Hawser et Douglas, 1994). 
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La nature du support joue également sur la structure même du biofilm mature (Chandra et al., 
2001) comme évoqué dans le premier chapitre. Ainsi, les biofilms de C. albicans qui se 
développent sur un support de PMMA sont constitués uniquement de levures sphériques 
incluses dans une matrice exopolysaccharidique. En revanche, ceux qui se forment sur des 
supports hydrophobes, comme l’élastomère de silicone, présentent une première couche 
régulière de 10 à 12 µm d’épaisseur, en contact avec le support, et composée de levures 
bourgeonnantes adhérées et une couche supérieure composée de levures sous forme hyphale 
incluses dans une matrice dense. La même architecture est observée pour des biofilms de C. 
albicans formés sur PVC (Baillie et Douglas, 1999).  
 
Reynolds et Fink (2001) ont montré que la levure de boulangerie est capable d’adhérer au 
polystyrène, au polypropylène et dans une moindre mesure au PVC. Malgré la richesse de 
cette étude qui, pour la première fois, utilise le terme de biofilm dans le cas de S. cerevisiae, 
aucune tentative n’est menée pour corréler l’adhésion observée aux propriétés de surface de la 
levure et /ou des supports. Or la nature du support peut influencer le mode d’interaction avec 
la levure. En effet, Gallardo-Moreno et ses collaborateurs (Gallardo-Moreno et al., 2004) ont 
récemment établi, pour C. parapsilosis, la relation entre la nature du support et le type de 
forces agissant sur l’adhésion initiale des levures. Ils ont montré que son adhésion au verre est 
régie par des interactions de Lifsthitz-van der Waals alors que l’adhésion au silicone est le fait 
des interactions acide-base de Lewis qui se mettent en place à courte distance entre le 
microorganisme et le support.    
D-Rugosité 
La rugosité du support est certainement le paramètre le plus discuté dans la littérature. Selon 
certains auteurs, la présence de « microcrevasses » peut favoriser l’adhésion en protégeant les 
microorganismes des phénomènes de cisaillement hydrodynamique. Pour d’autres, en 
revanche, la rugosité permet de réduire la surface de contact entre le microorganisme et le 
support, favorisant ainsi son détachement (Boulangé-Petermann et al., 1997). Mais les espèces 
étudiées, les supports et les méthodes d’évaluation de l’adhésion étant variés, il est difficile 
d’édicter des règles.  
E-Force ionique 
De nombreux auteurs ont montré l’implication des interactions électrostatiques dans 
l’adhésion de la levure sur des supports variés (Klotz et al., 1985; Mozes et al., 1987; 
Gallardo-Moreno et al., 2002). Par exemple, Klotz et al. (1985) et Gallardo-Moreno et al. 
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(2002) ont étudié l’adhésion d’espèces de Candida sur du polystyrène chargé négativement. 
Les deux équipes ont observé qu’une augmentation de la force ionique conduit à un nombre 
de levures adhérées plus important, du fait de la diminution de la répulsion électrostatique 
entre la levure et le polystyrène.  
F-Température 
La température joue, bien entendu, un rôle primordial dans le développement du biofilm, 
puisque, pour des températures éloignées de l’optimum, la vitesse de multiplication des 
cellules est ralentie. 
Gallardo-Moreno et ses collaborateurs (Gallardo-Moreno et al., 2004) ont récemment rappelé 
que la température d’expérimentation doit être proche de la température optimale de 
croissance, sans quoi l’adhésion théoriquement attendue ne sera pas observée.   
G-Contamination 
Comme mentionné précédemment, une surface solide est fréquemment différente de ce que 
l’on attend sur la base de sa composition théorique car elle est systématiquement recouverte 
d’une couche de contamination carbonée du fait de la pollution atmosphérique (Rouxhet et al., 
2005). 
H-Film conditionnant 
Une surface exposée à une suspension de microorganismes peut également être 
significativement modifiée par l’adsorption préalable de composés macromoléculaires dissous 
dans les premières minutes suivant l’immersion. 
Ce phénomène pourrait être assimilé à une contamination supplémentaire de la surface, mais 
il est communément reconnu comme un conditionnement initial qui va modifier les propriétés 
du support (chimie, hydrophobicité, rugosité), renforçant ou diminuant ainsi l’adhésion. Pour 
la majorité des auteurs, l’établissement de ce film « primaire » correspond à la première étape 
de formation du biofilm.  
Conclusion 
L’adhésion des levures sur une surface solide dépend donc des propriétés de surface des deux 
entités, le milieu environnant jouant également un rôle non négligeable. Chacune des 
composantes de la surface (charge, hydrophobicité, acide-base de Lewis), prise 
individuellement, ne suffit pas à expliquer l’adhésion observée expérimentalement. C’est 
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donc globalement qu’elles doivent être appréhendées et corrélées aux expériences de 
quantification de l’adhésion. 
Concernant le support, il ne faut pas perdre de vue qu’il risque d’être exposé à une 
contamination carbonée et que, s’il est placé dans un environnement aqueux qui contient des 
molécules organiques, il va être, presque immédiatement après son immersion, recouvert d’un 
film conditionnant. Ces deux phénomènes vont alors modifier ses caractéristiques physico-
chimiques. 
De même, les propriétés de surface de la levure peuvent évoluer comme en témoigne la 
modification de la composition de la paroi avec l’âge de la culture.  
Afin de caractériser les interactions physico-chimiques et biologiques complexes intervenant 
dans l’adhésion de la levure sur acier inoxydable, il est donc nécessaire de se placer dans des 
conditions expérimentales standardisées et reproductibles qui permettront de ne faire varier 
que les paramètres voulus, de manière indépendante puis couplée. C’est dans cette volonté de 
compréhension fine que s’est inscrit notre travail. 
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CHAPITRE V : OBJECTIFS 
 
Au vu des données de la littérature, la levure de boulangerie Saccharomyces cerevisiae a été 
retenue pour ce travail du fait de son utilisation intensive dans les biotechnologies, de son 
identification en tant que source de contamination dans de nombreux produits alimentaires et 
de sa forte résistance aux agents biocides, accrue dans le cas d’une adhésion préalable sur 
acier inoxydable. Sa capacité à former un biofilm a par ailleurs été démontrée.  
En outre, S. cerevisiae est très étudiée comme système génétique modèle car elle est non 
pathogène, son génome est entièrement séquencé depuis 1996 et l’on dispose d’outils de 
manipulation génétique stables. Enfin, la similarité des voies biochimiques et génétiques entre 
S. cerevisiae et C. albicans (levure fortement pathogène responsable de maladies 
nosocomiales), utile dans la compréhension des mécanismes régulant la virulence de C. 
albicans, peut laisser entrevoir d’intéressantes perspectives d’extrapolation de nos résultats 
aux biofilms formés par Candida. 
 
Il est donc primordial de comprendre et de maîtriser l’adhésion initiale de S. cerevisiae 
sur acier inoxydable, tant à court terme pour prévenir la formation de biofilms 
fongiques en industrie agroalimentaire, qu’à moyen et long terme pour progresser dans 
l’éradication des maladies nosocomiales. Dans cette optique, a été entrepris un travail 
pluridisciplinaire dont les objectifs étaient les suivants : 
 
(i) caractériser l’importance relative des composantes physico-chimiques, biologiques et 
hydrodynamiques impliquées dans les interactions levures/surface métallique.  
Ce travail a été réalisé au Laboratoire de Biotechnologie-Bioprocédés (LBB) dans l’équipe 
« Biofilm, Bioréacteur, Bioséparations » en sollicitant en interne les compétences de l’équipe 
« Physiologie des levures ». Le laboratoire Sciences pour l’Oenologie de Montpellier (SPO) a 
apporté son expertise en physico-chimie des interfaces et le Laboratoire de Chimie Physique 
et Microbiologie pour l’Environnement de Nancy (LCPME) en analyse des surfaces 
biologiques par XPS. L’approche mise en œuvre dans cette étude est originale par rapport à 
d’autres travaux menés dans le domaine, qui sont souvent restreints à l’étude d’une des 
composantes impliquées dans l’adhésion des microorganismes. 
La nécessité de travailler dans des conditions hydrodynamiques bien contrôlées nous a 
conduits à utiliser une chambre à écoulement cisaillé afin de quantifier les interactions 
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levure/support. Ce dispositif permet de caractériser de manière reproductible, et in situ, 
l’adhésion résiduelle mimant ainsi la procédure expérimentale utilisée lors d’un nettoyage en 
place, i.e. la génération d’une contrainte de cisaillement par circulation de fluide sur une 
plaque d’acier sur laquelle ont préalablement adhéré des levures. Pour mener à bien cette 
partie du travail, une collaboration avec l’Institut de Mécanique des Fluides de Toulouse 
(IMFT) a été mise en place. 
 
Les propriétés physico-chimiques de surface des corps en présence ont tout d’abord été 
déterminées (chapitre I). La rugosité des différents supports ainsi que leurs composantes 
d’énergie de surface (Lifshitz-van der Waals et acide-base de Lewis) ont été mesurées. 
L’influence du type de nettoyage chimique sur l’énergie de surface de l’acier inoxydable a 
notamment été évaluée. Les levures ont été également caractérisées en terme de charge et 
d’énergie de surface. Ont été considérées à la fois des levures de boulangerie et d’œnologie. 
 
L’adhésion de la levure à l’acier inoxydable a été caractérisée dans un milieu à force ionique 
élevée, permettant de mimer les conditions habituellement rencontrées dans les processus 
biologiques (chapitre II). Une forte adhésion ayant été observée, quelles que soient les 
conditions expérimentales, nous avons étendu la gamme des supports testés au verre et à deux 
supports polymériques (polystyrène et polypropylène). L’adhésion observée 
expérimentalement a pu être systématiquement corrélée aux propriétés physico-chimiques de 
surface de la levure et du support, dans le cas des supports « contrôle ». Les conséquences 
d’une remise en culture des levures sur leur adhésion à l’acier inoxydable ont été évaluées. 
Les résultats ont ensuite pu être généralisés à d’autres souches de levures. La spécificité de 
l’acier inoxydable (i.e. pas de détachement pour une contrainte de cisaillement de 100 Pa et 
pas de corrélation adhésion / propriétés de surface de la levure et du support) a été démontrée 
dans notre configuration expérimentale (contrainte de cisaillement appliquée, durée 
d’application). 
 
Notre volonté de caractériser cette forte adhésion sur acier inoxydable à l’échelle moléculaire 
nous a conduits à l’identification des composés pariétaux protéiques impliqués dans la liaison 
à la surface métallique, par l’application de méthodologies spécifiques à un type donné de 
composé (chapitre III). 
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L’ensemble des résultats ainsi générés nous a permis d’établir un modèle de l’adhésion de 
S. cerevisiae sur les supports « contrôle » et notamment de quantifier la force globale 
d’adhésion, en lien avec le type de souche et de surface solide (chapitre IV).  
 
(ii) mettre au point et valider des stratégies préventives vis-à-vis de l’adhésion de S. 
cerevisiae en tirant profit des résultats acquis dans les étapes précédentes.  
C’est pourquoi la seconde partie de ce travail a porté sur la mise au point de traitements de 
surface de l’acier inoxydable innovants, ciblant la liaison protéines/métal, appliqués ensuite à 
la prévention de l’adhésion des levures (chapitre V).  
La première méthode de prévention envisagée a été l’adsorption d’enzymes à la surface de 
l’acier inoxydable. La seconde a consisté à déposer sur la surface métallique, par procédé 
plasma, un film polymère avec inclusions d’argent, connu pour ses propriétés anti-
microbiennes et anti-adhésives. Ce projet a été mené en étroite collaboration entre le LBB et 
le Laboratoire de Génie Electrique de Toulouse (LGET), reconnu pour ses compétences en 
traitement des surfaces par procédé plasma, et le Laboratoire de Physico-Chimie des Surfaces 
(LPCS), spécialiste de la chimie des surfaces et de la mise en oeuvre de techniques d’analyse 
aux échelles atomique et moléculaire.  
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I-Souches de levures 
A-Levures sèches actives  
Deux types de levures de boulangerie déshydratées S. cerevisiae Saf Instant (type I) et 
Saf Levure (type II) ont été fournies par S.I. Lesaffre. Ces deux types de cellules diffèrent par 
leur conditionnement, l’une sous forme de bâtonnets (type I) et l’autre de sphérules (type II), 
cette différence étant due à la procédure de séchage adoptée dans les deux cas. La levure de 
type I est, en effet, séchée en lit fluidisé, tandis que la levure de type II est séchée en tambour. 
La souche œnologique K1M, sous forme de levure sèche active, est fournie par Lallemand.  
Les levures de types I et II, ainsi que la levure K1M, ont été testées dans deux conditions 
différentes : (i) après simple réhydratation dans une solution de NaCl, (ii) après remise en 
culture (voir protocoles correspondants ci-dessous).  
B-Souche de laboratoire 
La souche de laboratoire utilisée dans cette étude est S. cerevisiae BY 4741 dont le génotype 
est MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 (Brachmann et al., 1998). Cette souche est testée 
après remise en culture sur milieu YPD. 
C-Réhydratation des levures sèches actives 
 Les levures sont simplement réhydratées dans une solution saline : deux concentrations ont 
été testées (0,09 g/L et 9 g/L) correspondant à une force ionique de 1,5 et 150 mM, 
respectivement. Les suspensions sont préparées par dispersion et réhydratation de 2 g/L 
d’agrégats de levures, sous agitation douce et à température ambiante pendant 10 min. Les 
cellules sont ensuite collectées par centrifugation (2 min à 14 500 rpm), lavées deux fois et 
resuspendues dans le milieu salin adéquat. Le pH de ces solutions est d’environ 5,5.    
D-Culture des levures 
1)Conditions de culture 
Les levures de boulangerie de types I et II ainsi que BY 4741 sont cultivées sur milieu YPD 
(extrait de levure 10 g/L, glucose anhydre 20 g/L et bactopeptone 10 g/L), sous agitation à 70 
rpm à 30°C. Une préculture d’une nuit est systématiquement réalisée afin de travailler sur des 
cultures bien standardisées et de réduire la durée de la phase d’adaptation du microorganisme 
dans le milieu lors de la culture ultérieure. La préculture est réalisée en erlenmeyer bafflé de 
500 mL contenant 100 mL de milieu YPD, à partir de quelques granules de levures (dans le 
cas des levures sèches actives) ou de colonies sur boîtes de Pétri (dans le cas de la souche de 
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laboratoire). La culture est ensuite ensemencée à une densité optique de 0,8 à 620 nm, dans 
200 mL de milieu YPD placés dans un erlenmeyer bafflé de 1L.  
Les cellules sont prélevées après 48h de culture, stade correspondant à la phase stationnaire de 
croissance et à une densité optique à 620 nm de l’ordre de 20, après vérification de l’absence 
de contamination par observation au microscope optique.  
 
Les levures K1M ont été utilisées après une fermentation en milieu synthétique « vin rouge », 
dont la composition est la suivante : acide tartrique 2 g/L, éthanol 100 g/L, MgCl2 6H2O 
40 mg/L, CaCl2 2H2O 360 mg/L, K2SO4 100 mg/L. Le pH est ajusté à 3,4 avec KOH 1M. La 
force ionique est ajustée à 0,12 M par ajout de NaCl. Cette culture, en présence de composés 
phénoliques (Salmon et al., 2003), est vieillie pendant 6 mois à 4°C, l’échantillon 
correspondant étant noté K1M-VR.  
 
Avant chaque essai, les cellules sont collectées par centrifugation (2 min à 14 500 rpm), 
lavées deux fois et resuspendues dans le milieu salin adéquat. Le pH de ces solutions est 
d’environ 5,5.    
2)Mesure de la biomasse par gravimétrie ou turbidimétrie 
a)Gravimétrie 
La biomasse totale peut être déterminée par gravimétrie, c’est-à-dire par mesure de la masse 
sèche après dessication, sous vide partiel (200 mmHg, 60°C) pendant 24h, de 5 mL de 
suspension cellulaire, préalablement filtrés sur une membrane de 0,45 µm de taille de pore.  
b)Turbidimétrie 
La méthode par turbidimétrie permet de mesurer la quantité de biomasse en temps réel. 
L’estimation de la biomasse est réalisée par la mesure de la densité optique à 620 nm, dans 
une microcuve de trajet optique 0,5 cm. Une corrélation peut alors être établie entre la densité 
optique à 620 nm et la teneur en biomasse obtenue par gravimétrie. 
 - 72 -  
Matériel et Méthodes  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 2 : tensions de surface des différents solvants utilisés dans la méthode MATS. 
 
 Tension de surface (mJ/m2) 
Liquide +γL  LWLγ  −γL  Lγ  
Hexadécane 27,5 0,0 0,0 27,5 
Décane 23,8 0,0 0,0 23,8 
Chloroforme 27,1 3,8 0,0 27,1 
Acétate d’éthyle 23,9 0,0 19,2 23,9 
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3)Dosage du glucose résiduel et de l’éthanol produit 
Le surnageant de culture est filtré sur une membrane de 0,2 µm de taille de pore et analysé par 
chromatographie liquide haute performance (Alliance 2690, Waters) à l’aide d’une colonne 
H+ échangeuse d’ions (300 mm x 7,8 mm). Les échantillons sont élués par une solution de 
H2SO4 à 5 mM, dont le débit est fixé à 0,5 mL / min, l’analyse s’opèrant à 50°C et avec une 
durée totale de 32 minutes. La détection se fait par un réfractomètre (2414, Waters). 
L’intégration des pics est réalisée à l’aide du logiciel d’acquisition et de traitement des 
données (Millénium 32, Waters). Pour les deux métabolites détectés et identifiés, les 
concentrations sont déduites à partir de courbes étalons préalablement établies. 
II-Propriétés de surface des levures 
A-Potentiels zêta 
Le potentiel zêta est déduit de la mobilité électrophorétique en utilisant l’équation de von 
Smoluchowski. Les cellules, suspendues dans des solutions de NaCl à 1,5 ou 10 mM, sont 
lavées deux fois comme décrit précédemment. Leur mobilité électrophorétique est mesurée à 
pH 5,5 et 20°C à l’aide d’un zétamètre laser (ZetaCompact, CAD Instrumentation) sous un 
champ électrique de 80V. Les résultats sont basés sur l’analyse automatisée d’une population 
d’environ 100 levures. Les mesures sont répétées cinq fois.  
B-Détermination du caractère hydrophobe et des propriétés 
acide/base de Lewis des levures par la méthode MATS 
La méthode MATS (Microbial Adhesion To Solvents) est une méthode de partition, basée sur 
la comparaison de l’affinité d’un microorganisme pour un solvant monopolaire et un solvant 
non polaire (Bellon-Fontaine et al., 1996). Le solvant monopolaire peut être acide (accepteur 
d’électrons) ou basique (donneur d’électrons) mais ces deux solvants doivent posséder une 
composante de Lifshitz-van der Waals similaire à celle du solvant non polaire qui leur est 
associé. Deux paires de solvants ont ainsi été choisies (voir leurs composantes d’énergie de 
surface dans le tableau 2) :  
- le chloroforme, solvant acide avec une composante basique négligeable (Snyder, 1974; van 
Oss, 1996) et l’hexadécane, n-alcane apolaire (Vernhet et Bellon-Fontaine, 1995; van Oss, 
1996), permettent de déterminer le caractère donneur d’électrons de la souche ; 
- l’acétate d’éthyle, solvant fortement basique (Snyder, 1974; van Oss, 1996) et le décane, n-
alcane apolaire, permettent de déterminer le caractère accepteur d’électrons de la souche. 
Le caractère hydrophobe (ou hydrophile) est révélé par l’affinité pour les solvants apolaires. 
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Expérimentalement, une suspension de levures lavées est préparée dans NaCl 150 mM à une 
densité optique à 620 nm d’environ 0,7. Dans un tube à hémolyse, 0,4 mL de solvant sont 
ajoutés à 2,4 mL de suspension cellulaire. Le mélange est agité manuellement pendant 10 sec 
puis « vortexé » pendant 50 sec. Le mélange est ensuite laissé au repos 15 min afin de 
permettre la séparation complète des deux phases. Puis un échantillon (1 mL) de la phase 
aqueuse est délicatement prélevé pour la mesure de la densité optique à 620 nm. Le 
pourcentage de cellules liées à chaque solvant est ensuite calculé grâce à l’équation 13 :  
 % d’affinité = 100 x (1 – A/A0)      Equation 13 
avec A0 et A : densités optiques à 620 nm de la suspension de levures avant et après contact 
avec le solvant, respectivement.  
Les tests sont réalisés en triplicata. Pour les souches cultivées, trois cultures indépendantes 
sont réalisées. 
C-Analyse de l’extrême surface des levures par  spectroscopie de 
photoélectrons induite par rayons X, XPS 
1)Principe 
La spectroscopie XPS, encore nommée ESCA (Electron Spectroscopy for Chemical 
Analysis), est une méthode d’analyse de surface qui utilise un flux de photons X d’énergie 
déterminée. La surface à analyser est irradiée par ce flux de photons X d’énergie hυ. Si cette 
énergie est suffisante, ces photons peuvent arracher des électrons de niveaux de cœur des 
atomes présents dans les couches superficielles. Ces électrons éjectés possèdent une énergie 
cinétique qui dépend de l’énergie de liaison du niveau de cœur par la relation suivante : 
hυ = EL + EC + Ф         Equation 14 
 
avec hυ : énergie du photon incident 
EL : énergie de liaison de l’électron 
EC : énegie cinétique de l’électron mesurée par le spectromètre 
Ф : travail de sortie des électrons du spectromètre  
 
Pour chaque atome, l’énergie de liaison d’un électron de niveau de cœur est caractéristique de 
son niveau d’énergie et de son état chimique (les atomes, en établissant des liaisons et en 
échangeant des électrons de valence, perturbent les niveaux d’énergie des électrons de cœur, 
permettant ainsi de déterminer dans quel type de liaison ils sont impliqués). 
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2)Préparation des échantillons 
Cette technique d’analyse de surfaces est couramment utilisée en science des matériaux. En 
revanche, son application aux microorganismes est plus difficile à cause de la complexité de 
leur surface mais également car ce sont des échantillons difficiles à manipuler (Rouxhet et al., 
1994). Les échantillons sont préparés selon le protocole défini par Rouxhet et ses 
collaborateurs (Rouxhet et al., 1994), notamment en respectant le nombre de lavages et le 
mode de congélation. Pour les levures sèches actives, la suspension à 10 g/L est lavée, comme 
décrit paragraphe I-C, en utilisant de l’eau distillée. Pour les levures cultivées, un échantillon 
est prélevé à 48h de culture en phase stationnaire de croissance puis lavé, comme décrit 
paragraphe I-D-1, dans de l’eau distillée. Pour les levures dont la surface a été modifiée par 
traitements chimiques (SDS 2% + β-mercaptoéthanol 40 mM (voir paragraphe VI-A) et 
NaOH 30 mM (voir paragraphe VI-B)), un lavage supplémentaire dans de l’eau distillée est 
effectué après le traitement. 
La suspension de levures est ensuite placée dans un tube préalablement refroidi à –20°C puis 
plongée pendant 15 min dans l’azote liquide afin d’obtenir une congélation rapide et efficace. 
Les tubes contenant les levures congelées sont ensuite placés dans le lyophilisateur (RP3S, 
Sérail) pendant une nuit. Les poudres ainsi obtenues sont conservées dans des tubes fermés 
hermétiquement et placés dans une enceinte contenant un agent dessicant (silica gel). 
3)Analyse des poudres lyophilisées par XPS 
Les analyses ont été réalisées au Laboratoire de Chimie Physique et Microbiologie pour 
l’Environnement de Nancy.  
Les surfaces sont analysées à l’aide d’un spectromètre Kratos Axis Ultra avec une source de 
rayons X Al Kα monochromatisée et le neutraliseur de charges. Les poudres lyophilisées ont 
été simplement déposées sur un scotch de cuivre, avant leur introduction dans le spectromètre. 
La zone analysée mesure 0,3 mm x 0,7 mm. Un spectre complet est enregistré sur un large 
domaine d’énergie afin d’identifier les éléments présents en surface. Des spectres à haute 
résolution sont ensuite effectués dans les régions correspondant aux pics principaux des 
éléments identifiés. Pour les spectres complets, l’énergie de passage est de 160 eV, pour les 
spectres de détails, elle est de 20 eV. Les spectres ainsi obtenus sont traités (soustraction des 
pics satellites, soustraction du bruit de fond selon la méthode de Shirley) et déconvolués afin 
d’obtenir les différentes composantes chimiques de l’élément. Comme préconisé par Rouxhet 
et al. (1994), l’analyse du pic C1s est systématiquement répétée après 45 min afin de valider 
la mesure. 
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III-Surfaces solides et procédures de nettoyage 
L’acier inoxydable considéré dans la présente étude est une plaque d’acier inoxydable AISI 
316L (Fe/Cr18/Ni10/Mo3) (Goodfellow), ayant subi un polissage « miroir » garantissant une 
rugosité moyenne inférieure à 0,5 µm. Ses dimensions sont les suivantes : longueur 210 mm, 
largeur 90 mm et épaisseur 0,9 mm. Trois modes de nettoyage ont été testés : (i) trempage de 
la plaque dans un mélange acétone/éthanol (50-50 v/v), (ii) trempage dans de l’hexane, (iii) 
lavage basique (NaOH 0,5 M) à chaud (65°C) puis trempage à chaud (70°C) dans une 
solution de HNO3 4 M. Trois rinçages dans des bains successifs d’eau distillée à 50°C puis 
cinq rinçages dans de l’eau distillée à température ambiante sont ensuite réalisés. La plaque 
est enfin séchée pendant 1 heure sous une hotte à flux vertical (Cytosafe 2000, Faster). Elle 
est remplacée à chaque nouvelle expérience. 
Un autre type d’acier, l’acier 304L (Fe/Cr18/Ni10) poli « miroir », a également été testé. Seul 
le nettoyage chimique avec le mélange acétone/éthanol a été utilisé dans ce cas. 
 
Outre l’acier inoxydable, trois surfaces « contrôle » (de mêmes longueurs et largeurs, seule 
l’épaisseur est variable, voir ci-après) ont été utilisées : le verre, le polypropylène et le 
polystyrène. Le verre (épaisseur de 4 mm) (Planilux, Saint Gobain) est lavé par trempage dans 
une solution d’acide sulfochromique (K2Cr2O7 (2,7 M) / H2SO4 (4% v/v) (VWR Prolabo) 
pendant 1h et rincé dans trois bains successifs d’eau distillée à température ambiante.   
Les polymères (épaisseurs de 1,2 mm) (Goodfellow) sont soigneusement nettoyés avant 
utilisation à l’aide du protocole suivant : trempage pendant 5 min dans une solution diluée à 
1% (v/v) de détergent basique MICRO 90 (Bioblock) à 40°C, pH final 9 ; rinçage pendant 6 
min sous un flux d’eau chaude du réseau (50°C), puis 6 min sous un flux d’eau froide du 
réseau ; rinçage final réalisé avec 5 L d’eau distillée.  
Le verre et les polymères sont séchés pendant 1 heure sous hotte à flux vertical (Cytosafe 
2000, Faster). Les plaques sont relavées avant chaque expérience. 
IV-Propriétés de surface des supports solides 
A-Energie de surface 
Les caractéristiques énergétiques de surface des supports solides (composante Lifschitz-van 
der Waals , composante accepteur d’électrons  et composante donneur d’électrons ) 
ont été déterminées à partir de la mesure des angles de contact par la méthode de la goutte  
LW
Sγ +γS −γS
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Tableau 3 : tensions de surface des différents solvants utilisés pour la mesure des angles de 
contact sur les surfaces solides. 
 
Tension de surface (mJ/m2)  
Liquide +γL  LWLγ  −γL  Lγ  
Eau 21,80 25,50 25,50 72,80 
Formamide 39,00 2,28 39,60 58,00 
Diiodométhane 50,80 0,0 0,0 50,80 
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posée à l’aide d’un goniomètre (goniomètre DGD Fast 60, GBX Scientific Instruments) 
couplé à un logiciel de capture et d’analyse d’images (Windrop++). 
Trois liquides de polarité différente (eau milli Q, formamide et diiodométhane ; les tensions 
superficielles de ces différents liquides sont indiquées dans le tableau 3) ont été utilisés. Les 
valeurs des angles de contact sont converties en composantes d’énergie de surface en 
appliquant l’équation de Young, modifiée par van Oss et dans l’échelle acide/base définie par 
cet auteur (van Oss, 1996). 
Dans ce cas, la pression d’étalement du liquide sur le solide est négligée et les composantes de 
Lifshitz-van der Waals et acide-base de Lewis de l’énergie de surface sont définies comme 
suit : 
) cos  1( L θ+γ ( )      . 2 L . SL . SLWL .LWS +−−+ γγ+γγ+γγ=      Equation 15 
 
γ est l’énergie de surface totale, LWγ , +γ , −γ  sont les composantes de Lifshitz-van der Waals, 
et les composantes accepteur d’électrons et donneur d’électrons, respectivement et θ est 
l’angle de contact. Les indices S et L correspondent au solide et au liquide respectivement. 
Les valeurs données représentent la moyenne d’au moins 10 mesures réalisées en des endroits 
différents de la plaque solide. 
B-Rugosité 
La rugosité moyenne arithmétique des surfaces (aciers inoxydables 316 L et 304 L, verre et 
polymères) a été déterminée à l’aide d’un microscope interférométrique (modèle New view, 
Zygo) couplé à un logiciel de capture et d’analyse d’images (MetroPro).  
Cette technique, basée sur le principe de l’interférence lumineuse, présente de nombreux 
avantages (rapidité de la mesure, simplicité de mise en œuvre). En outre, aucune préparation 
préalable de l’échantillon n’est nécessaire quand celui-ci réfléchit la lumière. En revanche, 
pour le verre, un coupon d’1 cm² a dû être recouvert d’or avant la mesure. 
V-Chambre à écoulement cisaillé 
A-Composition  
La chambre est composée de trois plaques superposées (voir figure 11 (a)) :  
- la plaque (210 mm x 90 mm) qui constitue le support d’adhésion (acier inoxydable, verre, 
polystyrène ou polypropylène) ;  
- une entretoise en acier inoxydable évidée (210 mm x 90 mm x 0,2 mm), qui délimite le 
canal d’écoulement ; 
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Figure 11 : schéma représentant a) la chambre à écoulement cisaillé, b) le canal d’écoulement 
et c) photographie de la chambre fixée sur la platine du microscope. 
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- une plaque supérieure en plexiglas (210 mm x 90 mm x 4 mm) dans laquelle sont percés les 
orifices d’entrée, de sortie du fluide et d’injection des levures. 
Les trois plaques sont maintenues entre elles par des étriers de serrage en aluminium. 
L’étanchéité de la chambre est assurée par les forces de capillarité ainsi créées. 
La partie parallélépipédique du canal d’écoulement est précédée d’un divergent-convergent 
afin d’assurer l’uniformité du profil de vitesse en entrée de cette zone (figure 11 (b)). La 
caractérisation de la chambre d’un point de vue hydrodynamique a déjà été présentée par 
Lorthois (1999). Rappelons simplement ici que la contrainte de cisaillement pariétale est 
uniforme dans toute la zone parallélépipédique et donnée par l’équation 16 : 
l²h
µQ3
4
 τp=         Equation 16 
  
avec  τp : contrainte de cisaillement (Pa),  
Q : débit liquide de circulation (m3/s),  
µ : viscosité dynamique du fluide (Pa.s),  
h : demi-hauteur du canal (m),  
l : demi-largeur du canal (m). 
B-Expérience de détachement 
Pour chaque expérience, la chambre à écoulement est assemblée, remplie de la solution saline 
puis fixée sur la platine d’un microscope optique (voir figure 11 (c)) (Olympus BX51, 
Olympus France S.A.S) équipé d’un objectif 20x à longue distance de travail. Les images sont 
obtenues à l’aide d’une caméra 3,3 MPixels CCD (Color View I, Olympus Soft Imaging 
Solutions GmbH). En fonction de la nature du support (opaque ou transparent), les 
observations sont réalisées en réflection ou en transmission. 
150 µL d’une suspension de levures (à 2 g/L pour les levures réhydratées et à DO620nm~ 4 
pour les levures cultivées), préalablement lavées, sont injectés délicatement dans la chambre à 
écoulement cisaillé. On laisse s’écouler, en condition statique, c’est-à-dire sans le moindre 
écoulement de fluide, une période de 20 min, nécessaire à la sédimentation complète des 
levures, suivie d’un temps de contact de 1h. A l’issue de ce laps de temps, une photographie 
initiale est réalisée permettant de dénombrer le nombre de levures initialement adhérées, N0, 
voir figure 12 (b)-1. La procédure incrémentale d’augmentation du débit est ensuite amorcée. 
Le débit est augmenté par paliers d’une durée de 3 minutes (voir figure 12 (a)). Il a été 
démontré, sur un support de polystyrène, qu’au delà de 3 min, le nombre de levures adhérées 
reste constant (résultats non représentés) . 
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Figure 12 : schéma de présentation d’une expérience de détachement de levures de 
boulangerie de type I adhérées sur polystyrène. a) durée des paliers de débits appliqués, b) 
exemple de photographies 1-photographie initiale (N0 levures adhérées), 2 et 3- photographies 
prises à l’issue de deux paliers pour lesquels un détachement significatif a été observé, c) 
tracé de N/N0 en fonction de la contrainte de cisaillement appliquée et mode de détermination 
de la valeur de τp50%. 
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Les faibles débits (entre 2 et 10 mL/min) sont obtenus par gravité et modulés en faisant 
monter un vase à niveau constant grâce à une crémaillère. Les débits supérieurs sont générés 
par une pompe à engrenages (Ismatec, Fisher Bioblock Scientific). Dans tous les cas, la 
vérification du débit se fait par pesée en recueillant le fluide en sortie du circuit hydraulique. 
A la fin de chaque palier, une photographie est réalisée, permettant de dénombrer le nombre 
de levures restant adhérées, N (figure 12 (b)-2 et 12 (b)-3).  
Le traitement des images est réalisé ultérieurement. Seules les levures répondant aux critères 
de comptage suivants sont prises en considération :  
(i) la levure est isolée (i.e. elle ne fait pas partie d’un agrégat) ; 
(ii) la cellule était présente dès le début de l’expérimentation ; 
(iii) la cellule n’est pas bourgeonnante ; 
(iv) la distance qui sépare la levure de sa plus proche voisine est d’au moins 3 rayons (« paroi 
à « paroi »). 
Le nombre de levures initialement adhérées est d’environ 70 individus répondant aux critères 
énoncés ci-dessus. Le comptage permet de tracer la courbe du nombre de levures restant 
adhérées à la fin de chaque palier (N), normalisé par le nombre de levures initialement 
adhérées (N0), en fonction de la contrainte de cisaillement appliquée (entre 0 et 100 Pa) (voir 
figure 12 (c)). La détermination de la contrainte de cisaillement nécessaire pour détacher 50% 
des levures initialement adhérées, notée τp50%, est alors possible. 
Chaque courbe présentée correspond à la moyenne d’au moins trois expériences menées dans 
des conditions identiques sur des suspensions différentes. Pour les levures de types I et II et la 
souche BY 4741 cultivées, des cultures indépendantes ont été considérées. 
VI-Modifications de la paroi des levures par traitements chimiques 
et enzymatiques 
Ces modifications ont uniquement été réalisées sur la souche BY 4741. 
A-Extraction par le mélange SDS/β-mercaptoéthanol 
Les cellules, à l’issue d’une culture de 48h, sont prélevées et lavées comme décrit au 
paragraphe I-D-1. Après la dernière centrifugation, le culot est resuspendu dans une solution, 
dite solution d’extraction, de Tris-HCl 50 mM pH 7,8 contenant  SDS 2%, Na-EDTA 100 
mM, β-mercaptoéthanol 40 mM. Le tube contenant cette suspension est placé dans un bain 
sec pendant 5 min à 100 °C. Les cellules sont ensuite récupérées par une centrifugation de 5 
min à 14 500 rpm, reprises dans cette même solution d’extraction et placées une seconde fois 
dans le bain sec pendant 5 min à 100°C. La suspension est enfin centrifugée et les cellules 
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sont lavées dans une solution de NaCl 150 mM puis injectées dans la chambre à écoulement 
cisaillé. Pour les expériences de détachement, la solution saline utilisée est NaCl 150 mM. 
B-Traitement par la soude 
1)Protocole opératoire 
Les cellules, à l’issue d’une culture de 48h, sont prélevées et lavées comme décrit paragraphe 
I-D-1. Après la dernière centrifugation, le culot est resuspendu dans une solution de NaOH 30 
mM. La suspension est placée sous agitation à 4°C pendant une nuit. A l’issue de cette 
incubation, le pH est neutralisé. Les cellules sont ensuite récupérées par centrifugation (5 min, 
14 500 rpm), lavées dans une solution de NaCl 150 mM puis injectées dans la chambre à 
écoulement cisaillé. Pour les expériences de détachement, la solution saline utilisée est NaCl 
150 mM. 
2)Détermination de la quantité de protéines libérées par dosage 
Bradford   
Les protéines sont dosées par la méthode spectrophotométrique de Bradford (Bradford, 1976). 
Cette méthode est basée sur l’adsorption du colorant bleu de Coomassie G250. En milieu 
acide, ce colorant s’adsorbe sur les protéines et cette complexation provoque un transfert de 
son pic d’absorption qui passe du rouge au bleu. La mesure de l’absorption se fait à 595 nm. 
La gamme de sensibilité de cette méthode est de 1 µg/mL à 1,5 mg/mL. La courbe étalon est 
réalisée avec une solution d’albumine de sérum bovin (BSA). 
C-Digestion par la zymolyase 
La zymolyase est un mélange protéique associant une β-1,3-glucanase et une protéase qui a de 
l’affinité pour les mannoprotéines. L’action combinée de ces deux enzymes peut mener à la 
lyse cellulaire, qui est suivie par lecture de la densité optique à l’aide d’un spectrophotomètre 
(Ovalle et al., 1998). La zymolyase 20 T (d’activité théorique 20 U/mg) est préparée à 310 
U/mL dans un mélange Tris-HCl 10 mM pH 7 + glycérol (50/50) (v/v).   
1)Test de sensibilité à la zymolyase 
Les cellules, à l’issue d’une culture de 48h, sont prélevées, lavées comme décrit paragraphe I-
D-1 puis diluées de façon à se placer à une densité optique à 660 nm comprise entre 0,6 et 0,7. 
Après la dernière centrifugation, le culot est resuspendu dans une solution de Tris-HCl 10 mM 
pH 7. Un volume de 9 mL de suspension cellulaire à la densité optique souhaitée est mis en 
contact avec 300 µL de la solution de zymolyase à 310 U/mL. Le mélange est mis à incuber à 
25°C sous agitation et l’absorbance à 660 nm est suivie pendant 4h. Un témoin de digestion 
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est réalisé, en milieu isotonique, dans une solution de Tris-HCl 10 mM pH 7 + glycérol 
(50/50) (v/v) et l’absorbance à 660 nm est également suivie pendant 4h.  
2)Expérience de détachement 
Les cellules, à l’issue d’une culture de 48h, sont prélevées et lavées comme décrit paragraphe 
I-D-1 et diluées de façon à se placer à une densité optique à 660 nm comprise entre 0,6 et 0,7. 
Après la dernière centrifugation, le culot est resuspendu dans une solution de Tris-HCl 10 mM 
pH 7 + glycérol (50/50) (v/v). Un volume de 9 mL de cette suspension cellulaire est mis en 
contact avec 300 µL de la solution de zymolyase à 310 U/mL. Une fois le test de sensibilité à 
la zymolyase réalisé, il avait été décidé de fixer à 1 h la durée de digestion enzymatique. A 
l’issue de ce laps de temps, les cellules sont récupérées par centrifugation, lavées dans un 
mélange Tris-HCl 10 mM pH 7 + glycérol (50/50) (v/v) pour éliminer l’enzyme et injectées 
dans la chambre à écoulement cisaillé. Pour les expériences de détachement, la solution 
utilisée est Tris-HCl 10 mM pH 7 + glycérol (50/50) (v/v). Des tests comparatifs ont 
également été réalisés sur des cellules intactes dans les milieux Tris-HCl 10 mM pH 7 + 
glycérol (50/50) (v/v) et Tris-HCl 10 mM pH 7. 
3)Viscosité et tension superficielle du milieu isotonique 
La viscosité du milieu Tris-HCl 10 mM + glycérol (50/50) (v/v) est mesurée à l’aide d’un 
viscosimètre Bohlim-Cvor 200 (Malvern Instruments).  
Sa tension superficielle est déterminée par la technique de la lame de Wilhemly à l’aide de 
l’appareil Balance 3S (GBX Instruments). La lame test est en platine, elle est nettoyée à 
l’alcool technique. Les mesures sont réalisées en triplicata à température ambiante (environ 
21°C). Des mesures témoins ont été réalisées sur NaCl 150 mM. 
VII-Modifications de la surface d’acier inoxydable 
A-Autoclavage 
L’acier inoxydable 316L est lavé par un mélange acétone-éthanol (50/50) (v/v) puis autoclavé 
pendant 20 min à 121°C. La plaque est ensuite relavée et montée dans la chambre à 
écoulement cisaillé. 
B-Conditionnement 
L’acier inoxydable 316L, préalablement lavé par un mélange acétone-éthanol (50/50) (v/v), 
est soumis à 20 cycles, chaque cycle correspondant à une immersion d’1 h dans le milieu 
YPD en conditions stériles, suivie de deux rinçages à l’eau distillée et d’un lavage par le 
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mélange acétone-éthanol (50/50) (v/v). La plaque est ensuite montée dans la chambre à 
écoulement cisaillé. 
C-Adsorption de la papaïne sur l’acier inoxydable 
1)Préparation des solutions  
La papaïne est une protéase à large spectre, mais qui a tendance à cliver préférentiellement les 
liaisons impliquant des acides aminés hydrophobes (Drenth et al., 1971). Elle est présente 
dans le latex (liquide laiteux) qui se trouve entre l’écorce et la pulpe de la papaye et, dans un 
degré moindre, dans les feuilles de l’arbre. Celle utilisée dans cette étude est la papaïne P3250 
(Sigma Aldrich), de numéro EC3.4.22.2. Elle est préparée à une concentration de 100 g/L par 
dissolution dans NaCl 150 mM sous agitation. L’inactivation de l’enzyme est réalisée par un 
chauffage à 100 °C pendant 20 min. 
Des expériences témoin ont également été réalisées sur de l’albumine de sérum bovin (30 g/L) 
préparée dans NaCl 150 mM. 
2)Mesure de l’activité de la papaïne 
L’activité protéase a été mesurée à l’aide de l’azocaséine (Tomarelli et al., 1949), protéine liée 
à un chromophore. Son hydrolyse génère de petits peptides solubles dans l’acide 
trichloroacétique (TCA). L’intensité de la couleur dépend donc de l’activité protéase de 
l’enzyme. L’hydrolyse est suivie au cours du temps par mesure spectrophotométrique. 
 Le protocole expérimental est le suivant : la préparation enzymatique est diluée dans une 
solution de NaCl 150 mM pour une concentration finale comprise entre 1 et 15 g/L. 
L’azocaséine est préparée à 2 % (m/v) dans un tampon phosphate 100 mM à pH 6,5. 200 µL 
d’enzyme sont mis en présence de 330 µL d’azocaséine. 80 µL sont prélevés toutes les 3 
minutes pendant 12 minutes et déposés dans 250 µL de TCA 10 % (m/v) afin de stopper la 
réaction. L’azocaséine, non hydrolysée et précipitée par le TCA, est éliminée par 
centrifugation pendant 5 min à 10 000 rpm. 140 µL de surnageant est déposé sur une 
microplaque 96 puits et neutralisé par 160 µL de NaOH 1 M. La densité optique est alors 
mesurée à 450 nm.   
3)Adsorption des enzymes sur l’acier inoxydable 
L’acier inoxydable 316L, préalablement lavé avec le mélange acétone-éthanol (50/50) (v/v), 
est plongé pendant une nuit à température ambiante sous agitation dans la solution considérée 
(papaïne 100 g/L ou BSA 30 g/L). Il est ensuite rincé dans deux bains d’une solution de NaCl 
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Figure 13 : schéma récapitulatif du principe de dépôt d’un film polymère avec inclusions 
d’argent sur l’acier inoxydable 316L. 
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150 mM et utilisé soit après séchage pour des mesures d’angles de contact soit monté 
directement dans la chambre à écoulement cisaillé. 
D-Dépôt d’argent par procédé plasma 
1)Principe de la méthode de dépôt 
Le dépôt a été réalisé au Laboratoire de Génie Electrique de Toulouse. La méthode plasma 
pour produire les films minces composites métal-matrice carbonée a été mise au point il y a 
environ vingt ans (Despax et Flouttard, 1989; Despax et al., 1990). Le procédé utilisé pour 
nos essais est basé sur le même principe.  
Le dispositif de dépôt est constitué d’une chambre en acier inoxydable de 30 cm de diamètre 
fermée par des flasques permettant l’observation de la décharge et le pompage. Toute 
l’enceinte est reliée à la terre. Le procédé utilise la combinaison d’une pulvérisation 
cathodique (avec une cible d’argent) et de la décomposition simultanée d’une molécule 
organosiliciée. Ces deux processus sont obtenus dans une décharge radiofréquence d’un 
mélange gazeux argon-hexaméthyldisiloxane (HMDSO). En effet, les électrons produits par 
la décharge électrique sont capables d’ioniser l’argon et de décomposer l’HMDSO (voir le 
schéma récapitulatif sur la figure 13). Pour des raisons liées à l’asymétrie des électrodes dans 
ce type de décharge radiofréquence (surface d’électrode petite en comparaison de la surface 
de l’électrode « porte substrat »), les ions argon sont attirés et accélérés vers l’électrode cible 
d’argent. Ils transfèrent une partie de leur quantité de mouvement, qui permet l’éjection des 
atomes présents sur la surface de la cible d’argent. Ces atomes diffusent ensuite dans l’espace 
inter-électrodes et se collent sur les parois et, en particulier, sur le substrat placé sur 
l’électrode reliée à la masse du réacteur (dans notre cas, il s’agit de la plaque d’acier 
inoxydable 316L). Simultanément, les produits de la décomposition de l’HMDSO, notés 
SiCxOyHz, viennent aussi se déposer sur les parois. Le mélange d’atomes d’argent et de 
fragments SiCxOyHz constitue ainsi le matériau composite recouvrant le substrat d’acier 
inoxydable 316L. Pour tous les essais réalisés, la puissance a été maintenue à 100 W et l’auto-
polarisation induite était de l’ordre de 800 V.  
La fraction volumique de métal présente dans les couches est directement reliée au rapport 
des pressions partielles d’argon et d’HDMSO. L’HDMSO est introduit dans la décharge par 
l’intermédiaire d’un débitmètre pulsé avec un cycle de pulsation contrôlable. Ceci permet 
d’introduire et de contrôler avec précision la quantité d’HDMSO décomposé. Cette procédure, 
accompagnée de la maîtrise du débit d’argon, permet de bien gérer le processus de 
pulvérisation de l’argent vis-à-vis du processus de polymérisation. Plus le mélange est riche 
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en argon, plus le dépôt contient une fraction volumique d’argent élevée. Le rapport argon-
HMDSO contrôle donc la composition des couches. Dans notre cas, la quantité d’argent dans 
film est comprise entre 20 et 30 %. Ce taux est obtenu avec les caractéristiques suivantes : 
pression totale de 40 mTorr*, débit  de HMDSO = 0,1  sccm**, puissance de 100 W. 
 
Une matrice polymère seule a également été déposée sur l’acier inoxydable 316L afin de 
dissocier les effets respectifs de l’argent et de la matrice sur l’adhésion. Pour réaliser des films 
sans argent, le rapport HMDSO/argon est fortement augmenté (pression totale 40 mTorr, 
débit d’HMDSO=0,28 sccm, W = 100 W), de façon à devenir suffisamment important pour 
conduire à un dépôt couvrant la totalité de l’électrode d’argent. Ainsi, la vitesse de dépôt du 
produit SiCxOyHz devient donc supérieure à la vitesse de pulvérisation de l’argent. De ce 
fait, l’électrode d’argent se couvre entièrement d’une couche SiCxOyHz. L’argent n’étant 
plus soumis au bombardement ionique, les atomes d’argent ne sont plus éjectés et donc les 
couches déposées sur le substrat ne contiennent plus de particules d’argent. 
 
Les plaques d’acier 316 L sont systématiquement lavées dans le mélange acétone/éthanol 
(50/50) (v/v) avant et après avoir été introduites dans le réacteur de traitement plasma. Pour 
les expériences en chambre à écoulement cisaillé, la même plaque modifiée par plasma a été 
réutilisée après lavage, afin de tester la durée de vie du film et son efficacité lors d’un usage 
répété. 
2)Analyse de l’extrême surface des supports par XPS 
Les analyses ont été réalisées au Laboratoire de Chimie et Physico-chimie des Surfaces de 
Paris. 
Un coupon de 1 cm² est prélevé sur une plaque d’acier inoxydable 316L traitée par plasma et 
sur une plaque ainsi traitée ayant servi pour trois expériences de détachement. Les supports 
sont lavés selon la procédure de lavage habituelle et analysés par spectroscopie XPS, sans 
aucune autre préparation préalable. Les surfaces sont analysées à l’aide d’un spectromètre VF 
ESCALAB Mark II avec comme source de rayons X Al Kα (1486,6 eV). La pression régnant 
dans la chambre d’analyse est de 10-9 mbar. Un spectre complet est enregistré sur un large 
domaine d’énergie (20 à 1200 eV) afin d’identifier les éléments présents en surface. Des  
* : 1 Torr = 1,3332.102 Pa 
** sccm : cm3/min dans les conditions standard de température et de pression 
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spectres à haute résolution sont ensuite effectués dans les régions correspondant aux pics 
principaux des éléments identifiés. Les spectres ainsi obtenus sont traités (soustraction des  
pics satellites, soustraction du bruit de fond selon la méthode de Shirley) et déconvolués afin 
d’obtenir les différentes composantes chimiques de l’élément.  
3)Effet toxique de l’argent 
L’effet potentiellement toxique de l’argent a été évalué sur la souche BY 4741. Les levures 
sont prélevées en phase stationnaire de croissance (DO620nm~20) et lavées comme décrit dans 
le paragraphe I-D-1. Le culot est ensuite repris dans 1 mL d’AgNO3. L’effet toxique de 
solutions de AgNO3 a été évalué pour des concentrations de 0,002 mM, 0,02 mM, 0,06 mM, 
0,2 mM, 1 mM, 2 mM, 10 mM. Les solutions sont préparées par dilution d’une solution mère 
de AgNO3 dans de l’eau distillée stérile ou dans une solution de NaCl 150 mM stérile. Les 
suspensions de levures en présence de AgNO3 sont laissées sous agitation douce pendant 1h20 
à température ambiante. A noter que ce temps correspond au temps de contact levure/acier 
inoxydable dans la chambre à écoulement. 
Pour étudier l’effet direct de l’acier inoxydable recouvert du film polymère avec inclusions 
d’argent, 2 mL d’une suspension de cellules lavées (DO620nm~20) sont mis en contact avec un 
coupon de 0,5 cm² sous agitation douce pendant 1h20 et 24h. Le temps de 24h a été choisi 
pour étudier l’effet du film sur le long terme. 
Dans les deux cas, les cellules sont ensuite récupérées par centrifugation et lavées, des 
dilutions successives et des étalements sont réalisés sur milieu YPD additionné d’agar afin 
d’évaluer la capacité des cellules à reprendre leur croissance sur boîte. Les boîtes sont placées 
à 30°C pendant 24 ou 48h et les colonies dénombrées. 
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Tableau 4 : influence du protocole de nettoyage. Angles de contact et écarts-type (degrés), 
composantes d’énergie de surface (mJ/m²) de Lifshitz-van der Waals ( ), polaires ( , ) 
et énergie de surface totale (
LW
Sγ +γS −γS
Sγ Total) de l’acier inoxydable.  
 
Protocole Angles de contact (degrés) Energie de surface (mJ/m²) 
de nettoyage θeau θdiiodométhane θformamide
LW
Sγ  γS+ γS- γSTotal
NaOH/HNO3 84,5 2,6 ± 53,7 2,1 ± 56,6 ± 2,3 32,2 ± 1,2 1,3 ± 0,9 2,2 1,9 ± 35,6 ± 3,9 
Hexane 87,5 1,5 ± 50,7 2,3 ± 68,4 ± 0,9 33,9 ± 1,3 0,0 ± 0,0 4,5 1,5 ± 33,9 ± 1,3 
Acétone/éthanol 84,1 3.2 ± 39,6 1,3 ± 67,4 ± 1,9 39,8 ± 0,7 0,3 ± 0,4 6,9 3,8 ± 42,7 ± 3,1 
 
 
 
 
Tableau 5 : énergie libre d’interaction (mJ/m²) entre deux supports d’acier inoxydable 
identiques (s) plongés dans l’eau (w). 
 Protocole  Energie libre d’interaction (mJ/m²)
ΔGSWSde nettoyage 
NaOH/HNO3 -57,8 ± 10,5 
Hexane -61,7 ± 8,5 
Acétone/éthanol -49,0 ± 13,4 
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CHAPITRE I : DETERMINATION DES PROPRIETES DE SURFACE 
I-Surfaces solides 
A-Expériences préliminaires : standardisation du protocole de 
nettoyage de l’acier inoxydable 
Au vu des résultats de la littérature (Boulangé-Petermann et al., 1993), l’influence du type de 
nettoyage chimique de l’acier inoxydable sur la modification de ses propriétés de surface 
(énergie de surface) a été particulièrement étudiée. Ainsi, trois modes de nettoyage ont été 
testés, inspirés des protocoles développés par Boulangé-Petermann et al. (1993), et Compère 
et al. (2001) : (i) lavage basique (NaOH 0,5 M) à chaud (65°C) puis trempage à chaud (70°C) 
dans une solution d’acide nitrique 4 M, (ii) trempage dans de l’hexane, (iii) trempage dans un 
mélange acétone/éthanol (50-50 v/v). Les supports ainsi nettoyés ont été ensuite caractérisés 
par la méthode de la goutte posée sur la base de leurs composantes de Lifshitz-van der Waals 
( ), polaires ( , ) et de leur énergie de surface totale (LWSγ +γS −γS Sγ Total), déterminées selon la 
méthode de van Oss (van Oss, 1996). L’ensemble des résultats est présenté dans le tableau 4.  
 
Quel que soit le protocole de nettoyage, la composante de Lifshitz-van der Waals reste 
sensiblement la même. La composante acide est négligeable, voire nulle et la composante 
basique reste faible. Les plaques d’acier inoxydable peuvent donc être qualifiées de peu 
polaires (hydrophobes, comme confirmé par les valeurs négatives de ΔGSWS, voir tableau 5) et 
ce, indépendamment du type de nettoyage chimique utilisé. Ceci est en apparente 
contradiction avec les résultats de la littérature. En effet, selon Boulangé-Pettermann et ses 
collaborateurs (Boulangé-Petermann et al., 1993), un lavage avec un détergent alcalin ou une 
solution d’acide nitrique 4 M conduit à une surface hydrophile alors qu’avec un lavage en 
présence d’un solvant organique (acétone, éthanol ou mélange acétone/éthanol), elle sera 
plutôt hydrophobe. Notons toutefois que, pour cette étude (Boulangé-Petermann et al., 1993), 
les énergies de surface ont été déterminées selon la méthode des angles de contact avec deux 
liquides en prenant en compte la pression d’étalement et que le type d’acier inoxydable était 
différent (AISI 304 au lieu d’AISI 316). Ceci met en évidence les limites des modèles 
théoriques. La prise en compte de la pression d’étalement est d’ailleurs largement discutée et 
le modèle de van Oss fait l’objet de controverses. 
 
 
 - 93 -  
Résultats et Discussion  Détermination des propriétés de surface 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 6 : importance de la couche de contamination carbonée sur différents supports de 
haute énergie (d’après Callewaert et al., 2005). Il s’agit de la concentration apparente en 
carbone (fraction molaire par rapport à tous les éléments sauf l’hydrogène, en %). 
 
 
 
 
 
 
 
Concentration carbone (%)  
Verre…silicates ~ 11 
Acier inoxydable, type 304, poli ~ 40 
Or ~ 50 
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Au vu de ces résultats, nous avons retenu le lavage avec le mélange acétone/éthanol comme 
protocole de référence avant de réaliser les expériences de détachement de levures sur les 
surfaces d’acier ainsi nettoyées.  
Il faut noter que Compère et ses collaborateurs (Compère et al., 2001), en nettoyant des 
plaques d’acier inoxydable 316 L selon le même protocole de nettoyage (i.e. acétone/éthanol), 
ont trouvé une composante  plus importante (19 mJ/m² contre 7 mJ/m² ici). Ces auteurs ont 
réalisé, de manière parallèle, une analyse chimique de la surface d’acier en combinant XPS et 
Tof-SIMS
−γS
*** et ont démontré l’inévitable présence d’une couche de contamination carbonée à 
la surface de l’alliage. De même, Callewaert et al. (2005) ont généralisé ce type d’étude à 
différents solides de haute énergie, métaux ou oxydes. L’analyse de leur surface par XPS 
révèle toujours la présence de carbone. Le tableau 6 donne les valeurs représentatives de la 
concentration en carbone mesurée à la surface de trois solides de référence : verre, acier 
inoxydable de type 304 et or (Callewaert et al., 2005). Cette contamination carbonée, plus 
importante dans le cas des métaux, est due à des composés organiques d’origine diverse : 
apportés au cours de l’élaboration du matériau, adsorbés après contact avec l’atmosphère 
ambiante entre l’étape de nettoyage de la surface et son analyse, ou encore adsorbés (en 
quelques minutes) à partir de la phase gazeuse du spectromètre, dont la pression est pourtant 
réduite à des valeurs de 10-6-10-7 Pa. Ce phénomène de contamination carbonée, dont il est 
difficile de s’affranchir, est très certainement à l’origine de la faible composante basique ( ) 
mesurée dans cette étude pour l’acier inoxydable 316 L. 
−γS
B-Caractéristiques énergétiques et rugosité des supports solides 
1)Energie de surface  
Les angles de contact mesurés, les composantes de Lifshitz-van der Waals ( ) et polaires 
( , ) de l’ensemble des supports ainsi que leur rugosité sont rapportés dans le tableau 7.  
LW
Sγ
+γS −γS
Rappelons ici que, pour l’acier inoxydable, ont été considérées les valeurs obtenues dans le 
cas du nettoyage par le mélange acétone/éthanol. 
Le polypropylène présente la composante  (26,3 ± 1,1 mJ/m²) la plus faible, parmi les 
quatre supports testés. En effet, celle de l’acier inoxydable, du polystyrène et du verre est 
proche de 40 mJ/m². Tous les matériaux présentent une composante  nulle ou très faible 
(presque zéro pour l’acier inoxydable, le polypropylène et le polystyrène et 1,5 ± 0,4 mJ/m²  
LW
Sγ
+γS
*** : spectrométrie de masse d’ions secondaires à temps de vol 
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Tableau 7 : angles de contact et écarts-type (degrés), composantes d’énergie de surface 
(mJ/m²) de Lifshitz-van der Waals ( ), polaires ( , ) et énergie de surface totale 
(
LW
Sγ +γS −γS
Sγ Total) et rugosité moyenne (nm) du verre, du polypropylène, du polystyrène et de l’acier 
inoxydable. 
 
 Angles de contact (degrés) Energie de surface (mJ/m²) Rugosité (nm) 
 θeau θdiiodométhane θformamide
LW
Sγ  γS+ γS- Ra
Verre 32,5 ± 2,7 39,5 1,7 ± 18,1 ± 1,4 39,9 ± 0,8 1,5 ± 0,4 38,7 3,6 ± 0,4 
Polypropylène 103,0 ± 2,0 64,0 2,0 ± 80,0 ± 2,0 26,3 ± 1,1 0,0 ± 0,2 0,5 0,6 ± 90,0 
Polystyrène 77,0 ± 3,5 40,0 2,0 ± 56,0 ± 2,0 39,6 ± 1,0 0,1 ± 0,2 7,4 4,1 ± 5,0 
Acier inoxydable 84,1 ± 3,2 39,6 1,3 ± 67,4 ± 1,9 39,8 ± 0,7 0,3 ± 0,4 6,9 3,8 ± 30,0 
 
 
 
 
 
 
Tableau 8 : énergie libre d’interaction (mJ/m²) entre deux supports identiques (s) plongés dans 
l’eau (w). 
 Energie libre d’interaction (mJ/m²) 
ΔGSWS
Verre 12,5 ± 4,5 
Polypropylène -88,1 ± 11,0 
Polystyrène -49,4 ± 15,1 
Acier inoxydable -49,0 ± 13,4 
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pour le verre). En revanche, la composante basique varie d’un matériau à l’autre, de 0,5 ± 0,6 
mJ/m² pour le polypropylène à 38,7 ± 3,6 mJ/m² pour le verre.  
Le verre se caractérise donc par une polarité beaucoup plus importante que le polystyrène et 
l’acier inoxydable. Ces résultats sont en accord avec la littérature (Vernhet et al., 1992). 
Polystyrène et acier inoxydable présentent une composante basique intermédiaire proche de 
7 mJ/m². Ces deux matériaux, en dehors du caractère métallique de l’acier inoxydable, 
semblent avoir des propriétés macroscopiques de surface proches. 
Pour le polystyrène, des valeurs d’énergie de surface identiques ont été reportées par 
Gallardo-Moreno et ses collaborateurs (Gallardo-Moreno et al., 2002). En revanche, dans 
l’étude de Mozes et al. (1987), ce matériau a été qualifié d’hydrophobe puisqu’un angle de 
contact à l’eau de 100° a été mesuré, contre 77,0° ± 3,5° dans la présente étude. 
Contrairement à l’acier inoxydable, le problème de contamination par l’atmosphère est peu 
marqué avec des polymères peu polaires (Rouxhet et al., 2005). Cependant, d’autres 
phénomènes peuvent conduire à une composition particulière de la surface.  Ainsi, ces auteurs 
(Mozes et al., 1987) précisent qu’une variation des propriétés de surface, due à l’addition de 
plastifiants ou de co-polymères, peut exister. Par exemple, Rouxhet et ses collaborateurs 
(Rouxhet et al., 2005) rapportent que la composition superficielle d’une poche de sang en 
PVC, dont le motif de répétition est (CH2-CHCl), ne correspond pas au rapport molaire 
attendu Cl/C=0,5. L’analyse XPS donne, en effet, les résultats suivants : Cl/C=0,077 ; 
O/C=0,060 ; N/C=0,036. Ceci serait dû à l’accumulation en surface de plastifiants (ester, 
amide) riches en chaînes aliphatiques, qui diminuent la polarité de la surface. L’analyse 
témoin de PVC « pur » révèle la présence d’oxygène en faible concentration, attribuée à une 
altération chimique du polymère (Rouxhet et al., 2005).   
De même, le protocole de nettoyage peut influencer les propriétés (Mozes et al., 1987). Ces 
observations peuvent expliquer en partie les différences obtenues ici dans le cas des 
polymères par rapport à la littérature. 
 
Sur la base de ces résultats, nous pouvons conclure que les supports choisis couvrent une 
large gamme de propriétés de surface, allant d’un caractère hydrophobe pour le polypropylène 
à un caractère hydrophile pour le verre, en passant par un caractère moyennement hydrophobe 
pour le polystyrène et l’acier inoxydable (données confirmées par les valeurs de ΔGSWS,voir le 
tableau 8). 
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Figure 14 : caractérisation des cultures de levures : biomasse (g/L) pour le type I cultivé (   ), 
le type II cultivé (   ), BY 4741 cultivé (   ) ; concentration en éthanol (g/L) pour le type I 
cultivé (   ), le type II cultivé (   ), BY 4741 cultivé (   ) ; concentration en glucose pour le type 
I cultivé (   ), le type II cultivé (   ), BY 4741 cultivé (   ) . 
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2)Rugosité 
La rugosité de l’acier inoxydable et des polymères a également été mesurée par microscopie 
interférométrique et reste du même ordre de grandeur puisqu’elle vaut 90 nm, 5 nm et 30 nm 
pour le polypropylène, le polystyrène et l’acier inoxydable respectivement. Ces rugosités 
restent faibles devant la taille de la levure (entre 5 et 8 µm). Pour le verre, la valeur de 0,4 nm 
mesurée ici est en accord avec celle obtenue par AFM par Lorthois et al. (2001) (0,25 nm) 
pour le même type de verre. 
La rugosité de l’acier inoxydable, trouvée dans cette étude, est quasi-identique à celle mesurée 
par microscopie confocale par Barnes et coll. (1999) (35 nm) sur un acier 304 ayant subi un 
polissage miroir identique. 
II-Levures de boulangerie et d’œnologie 
A-Suivi des cultures 
Les cultures ont été réalisées en mode discontinu. Dans le cas des levures de boulangerie de 
types I, II et BY 4741, chacune des cultures a été caractérisée par suivi de la biomasse sèche, 
de la concentration en glucose résiduel et en éthanol produit. Les résultats sont présentés sur 
la figure 14. L’épuisement en glucose suit la même évolution pour les trois cultures et est total 
dès 10h de culture. La concentration en éthanol augmente progressivement pour atteindre une 
valeur maximale d’environ 6 g/L, puis s’épuise jusqu’à devenir nulle à 48h de croissance. La 
première phase (0-10h) correspond à la phase fermentaire au cours de laquelle la levure 
consomme le glucose du milieu pour produire de l’éthanol. Lorsque le glucose est épuisé, la 
levure re-consomme l’éthanol produit afin de fabriquer de la biomasse en régime oxydatif. La 
transition entre ces deux phases est attribuée au phénomène de diauxie. La viabilité est restée 
de 100% sur toute la durée de la culture. A noter que le profil de croissance est strictement 
identique pour les levures commerciales (types I et II), ce qui peut s’expliquer par leur origine 
commune. Dans le cas de BY 4741, la biomasse finale est plus faible et la vitesse de 
consommation de l’éthanol moindre. 
Nous avons choisi de travailler sur des cellules en phase stationnaire de croissance, c’est 
pourquoi nous avons choisi de prélever les levures au temps t=48h de culture.  
La caractérisation des cultures des levures œnologiques K1M-VR, issues de la fermentation  
« vin rouge », a été réalisée à l’UMR Sciences Pour l’Œnologie de Montpellier.  
Contrairement aux levures de boulangerie, ces dernières ne sont plus viables. Provenant d’un 
milieu de culture riche en composés phénoliques et dont la concentration finale en éthanol est 
d’environ 100 g/L, elles sont restées stockées 6 mois à 4°C. 
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Figure 15 : pourcentage d’adhésion des levures au chloroforme (C), à l’hexadécane (H), à 
l’acétate d’éthyle (AE) et au décane (D) à une force ionique de 150 mM et pH 5,5.    
     : Type I réhydratée ;       : Type I cultivée ;      : Type II réhydratée ;      : Type II cultivée 
 
     : K1M-VR ;      : BY4741              
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B-Caractère hydrophile / hydrophobe 
Les résultats obtenus par la méthode MATS sont présentés sur la figure 15.   
Les souches simplement réhydratées diffèrent dans leur affinité pour la phase aqueuse, 
beaucoup plus importante pour le type I (adhésion aux solvants apolaires de l’ordre de 20%, 
la levure est donc plutôt hydrophile) que pour le type II (plus de 60% d’adhésion aux solvants 
apolaires, la levure est ici hydrophobe). Pour le type I, la forte adhésion des cellules au 
chloroforme (comparée à l’hexadécane) permet de les caractériser comme étant 
principalement basiques, ce qui est confirmé par la comparaison de leur affinité vis-à-vis du 
décane et de l’acétate d’éthyle (composante acide faible). Ces résultats sont en accord avec les 
données publiées précédemment (Mercier-Bonin et al., 2004; Vergnault et al., 2004). 
Les levures de boulangerie cultivées de type I présentent un caractère hydrophile 
sensiblement plus marqué que les cellules simplement réhydratées (affinité pour les solvants 
apolaires de l’ordre de 10%), corrélé à une augmentation du caractère acide.  
Des différences nettes entre levures cultivées et réhydratées apparaissent dans le cas du type 
II. En effet, lorsqu’elles sont remises en culture, ces cellules présentent des propriétés de 
surface hydrophiles, similaires à celles du type I alors que, dans le cas d’une simple 
réhydratation, elles avaient été qualifiées d’hydrophobes. 
Les levures de types I et II cultivées présentant des propriétés de surface identiques, les 
expériences ultérieures concernant l’influence de la remise en culture sur l’adhésion n’ont été 
réalisées que sur le type I. 
La souche œnologique K1M-VR, cultivée en vin rouge synthétique et ayant subi une phase de 
vieillissement de 6 mois à 4°C, est également classée par le test MATS comme moyennement 
hydrophile. 
Enfin, l’affinité de la souche BY 4741 pour les solvants apolaires est de l’ordre de 20-40 %, 
ce qui indique son caractère moyennement hydrophile. Du fait de cette affinité plus élevée 
pour les solvants apolaires, les levures BY 4741 se révèlent donc moins hydrophiles que la 
souche de type I cultivée. Leur affinité pour le chloroforme est supérieure à celle pour 
l’hexadécane indiquant un caractère plutôt basique. De la même façon, l’affinité pour 
l’acétate d’éthyle est très proche de celle pour le décane, indiquant un caractère acide très 
faible. 
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Tableau 9 : potentiels zêta (mV) à 20°C des levures suspendues dans  NaCl 1,5 ou 10 mM à 
pH 5,5 sauf pour la souche K1M-VR suspendue dans KNO3. 
 
Levures Force ionique (mM NaCl) 
1,5 10  
Type I réhydratée -25,9 ± 1,8 ND 
Type II réhydratée -23,7 ± 1,3 ND 
Type I cultivée -30,0 ± 1,1 -19,0 ± 0,5 
-24,2 ± 1,6* -13,2 ± 1,0**K1M-VR 
BY 4741 -12,0 ± 0,5 -3,3 ± 1,0 
 
ND : non déterminé 
* : pour une force ionique de 1 mM en KNO3 
** : pour une force ionique de 10 mM en KNO3 
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C-Potentiels zêta 
Les potentiels zêta, déterminés pour une force ionique variable (1,5 ou 10 mM NaCl), un pH 
de 5,5 et une température de 20 °C, sont présentés dans le tableau 9. Des mesures ont 
également été réalisées à 150 mM, de façon à se placer dans les conditions des expériences de 
détachement, mais la forte variabilité des résultats nous a conduit à ne pas prendre en compte 
ces mesures. 
 
Pour les deux types de levures réhydratées, à force ionique 1,5 mM du milieu de suspension, 
les potentiels zêta sont proches et négatifs comme déjà reporté par Mercier-Bonin et ses 
collaborateurs (Mercier-Bonin et al., 2004).  
La levure de type I cultivée est très légèrement plus chargée à 1,5 mM que lorsqu’elle est 
simplement réhydratée (-30,0 ± 1,1 mV contre -25,9 ± 1,8 mV respectivement). La souche 
K1M-VR présente également une charge négative, du même ordre de grandeur que les levures 
de boulangerie et pour les deux forces ioniques testées. 
Enfin, la souche BY4741 est la moins chargée parmi celles testées. En effet, avec un potentiel 
zêta de -12,0 ± 0,5 mV à 1,5 mM NaCl, elle est, par exemple, deux fois moins chargée que le 
type I cultivée à la même force ionique. 
Les levures utilisées dans cette étude sont donc chargées négativement, ce qui est attribué 
dans la littérature aux phosphates des mannoses (Jigami and Odani, 1999), les groupements 
carboxyls jouant un rôle mineur (Mozes et al., 1988) ; ce point sera discuté plus en détail dans 
la partie relative à l’analyse XPS de la composition de la paroi cellulaire. 
D’une manière générale, les levures utilisées dans cette étude, sont relativement peu chargées, 
surtout à une force ionique de 10 mM. L’acier inoxydable est chargé négativement, avec un 
point isoélectrique situé aux alentours de 2-3, comme déterminé par Boulangé-Petermann et 
al. (1995) sur un acier 304. Notons que, Mozes et al. (1987) avait attribué à l’acier inoxydable 
utilisé dans leur étude (dont la nature n’est pas précisée) un point isoélectrique de 7, sur la 
base théorique de sa composition chimique de surface (oxydes de chrome). L’étude de 
Boulangé-Petermann et al. (1995) étant plus récente et le point isoélectrique ayant été 
expérimentalement mesuré par la technique de potentiel d’écoulement, cette valeur de 2-3 
paraît plus réaliste. La répulsion électrostatique entre levures et acier inoxydable sera, par 
conséquent, négligeable lors des expériences de détachement réalisées en chambre à 
écoulement cisaillé avec une forte force ionique de 150 mM NaCl. 
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Figure 16 : profils de détachement obtenus pour les levures de type I réhydratées à pH=5,5 
préalablement adhérées sur verre pour une force ionique de 1,5 mM NaCl (□) et 150 mM 
NaCl (■) et sur acier inoxydable pour une force ionique de 1,5 mM NaCl (  ) et 150 mM NaCl 
(  ). 
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CHAPITRE II : CARACTERISATION DE L’ADHESION DES 
LEVURES SUR ACIER INOXYDABLE : COMPARAISON AVEC DES 
SURFACES SOLIDES « CONTROLE » 
Introduction 
Le contexte de cette étude étant l’hygiène des surfaces dans le domaine agroalimentaire, nous 
nous sommes intéressés à l’adhésion de levures de boulangerie dans un milieu de force 
ionique élevée, représentatif des contraintes imposées dans ce type d’industrie.  
Les tests d’adhésion ont tout d’abord été réalisés sur des levures d’origine industrielle, 
simplement réhydratées dans une solution de NaCl afin de prendre la suite des travaux 
réalisés précédemment par Mercier-Bonin et al. (2004) au laboratoire. De manière 
préliminaire, l’influence de la force ionique sur l’adhésion à l’acier inoxydable et au verre a 
été testée pour la levure de type I (hydrophile). De manière à identifier les mécanismes 
physico-chimiques mis en jeu, la gamme des supports et des levures testés a ensuite été 
élargie : l’adhésion sur verre et sur acier inoxydable d’un second type de levure, type II 
(hydrophobe), a été étudiée. L’adhésion des levures de types I et II, tous deux simplement 
réhydratés, a ensuite été réalisée sur polypropylène et polystyrène. Les conséquences de la 
remise en culture des levures ont été évaluées. Enfin, l’adhésion de la souche de laboratoire 
BY 4741 et de la levure issue de la filière œnologique, K1M-VR, a été testée sur acier 
inoxydable et sur les trois supports « contrôle » (verre, polypropylène et polystyrène). 
I-Adhésion de levures de boulangerie d’origine industrielle 
A-Influence de la force ionique sur l’adhésion des levures 
réhydratées : exemple du verre et de l’acier inoxydable 
Lors d’essais préliminaires, l’influence de la force ionique sur l’adhésion de la levure de type 
I réhydratée à l’acier inoxydable et au verre a été évaluée. Deux forces ioniques ont été 
testées : 1,5 et 150 mM. Le pH est d’environ 5,5. Les profils de détachement obtenus sont 
présentés sur la figure 16.  
 
Comme l’ont déjà démontré Mozes et al. (1987) pour des levures en suspension dans des 
milieux de force ionique négligeable (1 µM), l’adhésion des levures sur verre à 1,5 mM NaCl 
est faible. En effet, un détachement quasi-total est obtenu pour une contrainte de cisaillement 
modérée de 10 Pa. L’augmentation de la force ionique à 150 mM conduit à une adhésion 
significativement plus élevée, qui peut être attribuée à la réduction des interactions 
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Figure 17 : profils de détachement obtenus pour les levures de type II réhydratées dans NaCl 
150 mM à pH=5,5 préalablement adhérées sur verre (  ) et sur acier inoxydable (  ). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 18 : profils de détachement obtenus pour les levures de type I (symboles noirs) et II 
(symboles gris) réhydratées dans NaCl 150 mM à pH=5,5 préalablement adhérées sur 
polypropylène (ronds) et sur polystyrène (triangles). 
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électrostatiques répulsives entre le verre et la levure (Mozes et al., 1987; Gomez-Suarez et al., 
2001) En revanche, bien que l’acier inoxydable soit également chargé négativement 
(Boulangé-Petermann et al., 1995), nous n’avons pas pu établir de manière claire le rôle joué 
par les interactions de type électrostatique sur cette surface. En effet, quelle que soit la force 
ionique testée, la gamme de contraintes de cisaillement appliquée (contrainte maximale de 80 
Pa) n’a permis d’obtenir aucun détachement des levures. 
Les essais ultérieurs ont été réalisés à une force ionique de 150 mM NaCl. 
B-Influence de la nature du support sur l’adhésion des levures 
réhydratées  
L’adhésion de la levure de type II réhydratée dans NaCl 150 mM sur acier inoxydable et sur 
verre est présentée sur la figure 17. Les tendances sont identiques à celles observées pour le 
type I dans les mêmes conditions environnementales : l’adhésion au verre est faible, en 
revanche l’adhésion à l’acier inoxydable est forte (i.e. pas de détachement pour une contrainte 
maximale de 80 Pa). 
 
Les profils de détachement obtenus pour les levures de type I et II simplement réhydratées 
dans une solution de NaCl 150 mM sont présentés sur la figure 18 pour le polypropylène et le 
polystyrène. 
 
Nous pouvons tout d’abord noter, pour les deux supports, qu’en deçà d’une contrainte seuil de 
5 Pa, aucune levure n’est détachée. Contrairement au verre, le détachement total des levures 
n’est pas atteint et ce, même pour la contrainte de cisaillement maximale appliquée de 80 Pa. 
On peut également remarquer que, quel que soit le support, les levures de type II se détachent 
plus facilement que les levures de type I.  
 
Sur la base de travaux précédents (Lorthois et al., 2001; Mercier-Bonin et al., 2004), la 
contrainte de cisaillement nécessaire pour détacher 50% des levures initialement adhérées, 
notée τp50%, a été choisie comme paramètre représentatif de chaque expérience. Cette valeur 
est caractéristique de l’interaction cellule/support (Decavé et al., 2002). Les valeurs de τp50% 
obtenues pour les quatre supports testés et les deux types de levures, sont présentées dans le 
tableau 10.  
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Tableau 10 : valeurs de τp50% (Pa) obtenues pour les quatre supports testés et les deux types de 
levures réhydratées. 
 
 Type I réhydratée Type II réhydratée 
 
38,30 ± 16,90 Polypropylène 73,80 ± 15,30 
24,50 ± 6,80 Polystyrène 76,50 ± 5,70 
> 80 Pa Acier inoxydable > 80 Pa 
Verre 3,00 ± 0,50 5,60 ± 0,90 
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Il est utile de préciser que, pour 30% des expériences menées avec la levure type I sur les 
deux supports polymériques, la contrainte de cisaillement maximale appliquée (80 Pa) s’est 
révélée un peu trop faible pour aboutir au détachement de 50 % des individus. Cependant, la 
valeur de 80 Pa a été choisie comme valeur de τp50% par analogie avec les travaux de Lorthois 
et al. (2001). Par conséquent, les valeurs de τp50% reportées dans le tableau 10 sont quelque 
peu sous-estimées dans le cas de l’adhésion de la levure de type I sur les supports 
polymériques.  
Pour l’acier inoxydable, sur l’ensemble des expériences, un détachement au maximum de 
10 % ayant été observé à la contrainte maximale de 80 Pa, il a été décidé de ne pas faire 
figurer de valeur pour τp50% (voir dans le tableau 10). 
 
Les résultats montrent que l’adhésion de la levure est fortement dépendante des propriétés de 
surface du support. La rugosité (voir valeurs de Ra, tableau 7), très faible devant la taille des 
levures, ne permet pas d’expliquer les comportements obtenus. Les tendances observées sont 
plutôt imputables aux caractéristiques physico-chimiques de la surface solide, en relation avec 
les propriétés des levures (hydrophile/hydrophobe, acide/base de Lewis).  
Les types I et II adhèrent faiblement au verre qui présente une polarité importante, favorisant, 
de ce fait, les interactions solvant/support au détriment des interactions levure/support. 
Comme précédemment observé par Mercier-Bonin et al. (2004), l’adhésion au verre est 
sensiblement plus faible pour le type I que pour le type II étant donné les caractères fortement 
basiques de la levure de type I et du verre (figure 15 et tableau 7) qui conduisent à une 
interaction répulsive entre les deux surfaces donneuses d’électrons.  
Sur polymères, l’adhésion des deux types de levures est renforcée du fait d’une augmentation 
de l’hydrophobicité des matériaux. Ainsi, la valeur de τp50% pour la levure de type I adhérée 
sur polypropylène atteint 73,8 ± 15,3 Pa alors que cette valeur n’était que de 3,0 ± 0,5 Pa sur 
verre.  
L’influence de l’hydrophobicité du support sur l’adhésion a déjà été démontrée dans quelques 
études relatives à l’adhésion des champignons. Par exemple, Webb et ses collaborateurs 
(Webb et al., 1999) ont observé que Aureobasidum pullulans adhère davantage sur des 
supports d’hydrophobicité croissante. Klotz et al. (1985) dressent les mêmes conclusions 
concernant l’adhésion C. albicans sur différents supports plastiques. Sur de tels supports, il 
est admis que l’adhésion est gouvernée par les interactions attractives de Lifshitz-van der 
Waals (Vernhet et Bellon-Fontaine, 1995). Ici, quel que soit le type de levure, les valeurs de 
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τp50% sont proches pour les deux polymères testés et ce, malgré la composante  plus élevée 
pour le polystyrène (39,6 ± 1,0 mJ/m² contre  26,3 ± 1,1 mJ/m² pour le polypropylène). Ceci 
devrait conduire à des interactions de Lifshitz-van der Waals accrues, et donc à une adhésion 
plus forte sur polystyrène. Cependant, sa composante basique non négligeable (7,4 ± 4,1 
mJ/m²) engendre une interaction polystyrène/levure répulsive, contrebalançant ainsi l’effet 
attractif des forces de Lifshitz-van der Waals.  
LW
Sγ
La littérature rapporte également que des levures du genre Candida, ayant une hydrophobicité 
de surface marquée, adhèrent plus fortement sur des supports hydrophobes (Panagoda et al., 
1998; Gallardo-Moreno et al., 2002). Ici, de façon surprenante, les levures hydrophobes de 
type II adhèrent moins que les levures hydrophiles de type I. 
 
Il faut également noter que, malgré des propriétés macroscopiques de surface identiques 
(composantes , γLWSγ S+ et γS-, voir dans le tableau 7), l’acier inoxydable et le polystyrène 
présentent des profils de détachement totalement différents. En effet, dans la gamme de 
contrainte testée (contrainte maximale appliquée 80 Pa), rappelons qu’il n’a pas été possible 
de détacher les levures de l’acier inoxydable. En revanche, sur polystyrène, la contrainte 
nécessaire pour détacher 50% des levures a été estimée à 76,5 ± 5,7 Pa pour les levures de 
type I et 24,5 ± 6,8 Pa pour les levures de type II. 
 
La suite du travail a été consacrée à identifier les facteurs physico-chimiques et/ou 
biologiques à l’origine de ces apparentes contradictions. Nous devons rappeler que, pour les 
expériences réalisées jusqu’à présent, les levures de boulangerie, issues de souches 
industrielles, ont été simplement réhydratées dans une solution saline, après deux lavages 
successifs destinés à éliminer les composés extracellulaires présents dans le milieu initial. Les 
procédures de culture, de séchage et de conditionnement de ce type de levures restent mal 
connues à l’heure actuelle du fait des contraintes de confidentialité. Il est possible que les 
procédés et méthodes mis en jeu conduisent à des modifications de la paroi de la levure S. 
cerevisiae. Ainsi Rapoport et  ses collaborateurs (Rapoport et al., 1982; Rapoport et Beker, 
1986) ont mis en évidence les dommages, induits par une déshydratation des levures, sur la 
membrane et les protéines de surface des levures. Les auteurs n’ont pu donner aucun élément 
quant à la réversibilité du phénomène. Ces modifications altèrent les propriétés de surface 
natives des cellules et peuvent générer des molécules (fragments peptidiques par exemple) 
capables de s’adsorber sur la surface des levures. Des cellules, fragilisées lors des procédures  
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Figure 19 : profils de détachement obtenus pour les levures de type I cultivées préalablement 
adhérées sur polypropylène (○), sur polystyrène (  ) et sur verre (□) dans NaCl 150 mM à 
pH=5,5. 
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de séchage, pourraient également lyser lors de la réhydratation et libérer des molécules 
d’origine diverse (protéines, ADN,…) s’adsorbant sur la surface des levures. Couplées à la 
présence de composés résiduels du milieu de culture industriel fortement adsorbés sur la 
surface cellulaire, elles peuvent interférer avec l’adhésion des levures sur les supports si les 
opérations de lavage s’avèrent insuffisantes. Cette hypothèse se trouve renforcée lorsque l’on 
constate la différence existant entre les propriétés de surface de la levure de type II 
simplement réhydratée (hydrophobe) et celles de la même levure cultivée et prélevée en phase 
stationnaire de croissance (hydrophile). Ajoutons à cela que de telles levures industrielles sont 
conditionnées pour reprendre, dès leur réhydratation, une activité fermentaire. On peut 
supposer qu’elles contiennent de nombreuses substances de réserve, lesquelles seraient 
métabolisées et conduiraient à la reprise de la croissance et donc au remodelage de la paroi 
cellulaire. La vérification de ces hypothèses sera réalisée plus tard grâce à l’analyse par XPS 
de la surface des levures. 
Il semble donc évident que travailler sur des levures réhydratées ne reflète pas la réalité et 
peut parfois conduire à biaiser les résultats, comme précédemment démontré par Vergnault et 
al. (2006) dans une autre application liée à la bioséparation. C’est pourquoi nous avons décidé 
de travailler sur les mêmes levures, une fois leur remise en culture effectuée. Les levures de 
types I et II présentant les mêmes propriétés de surface (voir figure 15), les expériences 
suivantes n’ont été menées que sur les levures de type I. 
C-Influence de la remise en culture sur l’adhésion des levures 
Les profils de détachement obtenus pour les levures de type I prélevées en phase stationnaire 
de croissance, lavées et resuspendues dans une solution de NaCl 150 mM, sont présentées sur 
la figure 19 pour le verre, le polypropylène et le polystyrène et sur la figure 20 pour l’acier 
inoxydable. Les valeurs de τp50% obtenues pour ces levures sur l’ensemble des quatre supports 
testés sont présentées dans le tableau 11. 
A noter que le dispositif expérimental a été amélioré afin de pouvoir augmenter la contrainte 
maximale admissible (100 Pa au lieu de 80 Pa). 
 
Sur les supports polymériques, la contrainte seuil de 5 Pa, observée précédemment pour les 
levures réhydratées, n’est ici pas retrouvée : en effet, dès 5 Pa, près de 80% des individus 
initialement adhérés sont déjà détachés. Quel que soit le matériau testé, il semble que la 
remise en culture des cellules réduise leur adhésion de manière drastique. Par exemple, sur 
polypropylène, la valeur de τp50% est de 1,1 ± 1,9 Pa pour les levures en phase stationnaire de  
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Figure 20 : profils de détachement obtenus pour les levures de type I cultivées préalablement 
adhérées sur acier inoxydable (  ) dans NaCl 150 mM à pH=5,5, (a) pour n=3 expériences 
indépendantes, (b) n=2, (c) n= 4.  
 
 
 
 
 
 
Tableau 11 : valeurs de τp50% (Pa) obtenues pour les quatre supports testés et les levures de 
type I cultivées. 
 
 Type I cultivée 
 
Polypropylène 1,10 ± 1,90 
Polystyrène 1,80 ± 0,90 
31,60 ± 40,10 Acier inoxydable
Verre 0,05 ± 0,01 
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croissance contre 73,8 ± 15,3 Pa pour les levures réhydratées, bien que leurs propriétés de 
surface soient proches (voir figure 15).  
Les mêmes tendances sont observées sur (i) le verre où la valeur de τp50% passe de 3,0 ± 0,5 Pa 
pour les levures réhydratées à 0,05 ± 0,01 Pa pour les levures cultivées, et (ii) le polystyrène 
avec une valeur de τp50%  de 76,5 ± 5,7 Pa et 1,8 ± 0,9 Pa pour les levures réhydratées et les 
levures cultivées, respectivement. 
La similarité entre le polystyrène et polypropylène a été confirmée puisque les valeurs de 
τp50% sont très proches (1,1 ± 1,9 Pa sur polypropylène et 1,8 ± 0,9 Pa sur polystyrène). 
 
Nous avons ainsi démontré que sur le verre et les polymères l’adhésion est dépendante du 
substrat et gouvernée par un équilibre entre les interactions de Lifshitz-van der Waals et les 
interactions acide-base de Lewis, comme établi par Vernhet et Bellon-Fontaine (1995).  
 
Sur acier inoxydable, contrairement aux expériences menées sur les levures réhydratées, un 
détachement a ici été observé dans quelques cas. Toutefois, une absence certaine de 
reproductibilité entre les expériences a également été mise en évidence. C’est pourquoi nous 
avons choisi de présenter les résultats par classes de profils similaires. Ainsi, sur les 9 
expériences de détachement menées sur des cultures indépendantes, nous avons obtenu trois 
types de profils : (voir sur la figure 20) (a) un détachement qualifié de faible pour trois 
expériences, (b) un détachement qualifié d’intermédiaire pour 2 expériences, et  (c) un 
détachement quasi-total pour 4 expériences. Un écart-type conséquent, beaucoup plus 
important que pour les autres supports, existe donc sur la valeur de τp50% obtenue (voir tableau 
11). Ce comportement n’a pu être attribué à aucun paramètre autre que la levure elle-même.  
 
Parmi les matériaux testés, la surface d’acier inoxydable présente donc une spécificité 
importante, caractérisée par une adhésion marquée des levures d’origine industrielle, 
quoiqu’une forte variabilité ait été observée après leur remise en culture. Aucune corrélation 
n’a pu être établie entre le niveau d’adhésion et les propriétés de surface « macroscopiques » 
respectives de l’acier et des levures.  
La suite de notre travail a été dédiée à la compréhension de cette forte adhésion à l’acier 
inoxydable en élargissant la gamme de levures testées et en réalisant des analyses 
complémentaires à l’échelle moléculaire. Dans un premier temps, le comportement adhésif 
d’une souche de laboratoire, connue au niveau génétique et couramment étudiée a été testée.  
Afin d’expliquer les phénomènes observés (variabilité avec les levures de boulangerie 
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Figure 21 : profils de détachement obtenus pour les levures BY 4741 cultivées et 
préalablement adhérées sur acier inoxydable (   ), polypropylène (  ), polystyrène (  ) et verre  
(  ) dans NaCl 150 mM à pH=5,5 
 
 
 
 
Tableau 12 : valeurs de τp50% (Pa) obtenues pour les levures BY 4741 sur les quatre supports 
testés. 
 
 BY 4741  
Polypropylène 0,42 ± 0,09 
Polystyrène 2,84± 0,43 
Acier inoxydable > 100 Pa 
Verre 0,38 ± 0,04 
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cultivées, différences entre levures réhydratées et levures cultivées), une analyse fine de la 
composition pariétale des différentes levures (types I et II réhydratés ou cultivés, souche de 
laboratoire) a été réalisée par XPS. L’adhésion de levures d’œnologie a également été testée. 
II-Adhésion de la souche de laboratoire 
A-Caractérisation de l’adhésion sur les quatre surfaces solides de 
référence 
Les profils de détachement obtenus pour les levures BY 4741 prélevées en phase stationnaire 
de croissance, lavées et resuspendues dans une solution de NaCl 150 mM sont présentées sur 
la figure 21 pour l’acier inoxydable, le verre, le polypropylène et le polystyrène. Les valeurs 
de τp50% obtenues pour ces levures sur l’ensemble des quatre supports testés sont présentées 
dans le tableau 12. 
 
Encore une fois, c’est sur verre que l’adhésion minimale des levures est observée. Comme 
mentionné précédemment, ceci s’explique par l’existence d’une interaction répulsive entre 
donneurs d’électrons (verre/levures BY 4741). 
L’adhésion est augmentée sur les supports polymériques, notamment sur le polystyrène où la 
valeur de τp50% était de 1,8 ± 0,9 Pa pour les levures de type I cultivées alors que, pour les 
levures BY 4741 elle passe à  2,84 ± 0,43 Pa. A noter que, pour le polypropylène, la valeur de 
τp50%  est proche de celle du verre. Cependant, sur le profil considéré dans sa globalité, on 
retrouve bien une adhésion plus marquée que sur verre où, dès 0,7 Pa, la quasi-totalité des 
levures est détachée. Excepté sur polypropylène, ces valeurs de τp50%  plus élevées pour la 
souche BY 4741 peuvent être notamment corrélées à une différence de taille entre les levures. 
En effet, le type I, avec un diamètre moyen de 7,9 ± 1,1 µm, a une taille environ 1,5 fois plus 
importante que la souche BY 4741, dont le diamètre moyen est de 5,2 ± 1,0 µm. Cette taille 
plus importante peut être corrélée à une aptitude au détachement accrue. L’influence de ce 
paramètre sera discutée chapitre IV. 
 
Sur acier inoxydable, la gamme de contraintes de cisaillement appliquée (contrainte maximale 
de 100 Pa) n’a pas permis d’obtenir le détachement des levures BY 4741. Contrairement aux 
levures de boulangerie d’origine industrielle cultivées, aucune variabilité n’est ici observée. A 
noter que la force ionique n’a pas d’influence sur l’adhésion de la souche dans la gamme de 
contraintes testée (résultats non représentés).  
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Figure 22 : spectres  obtenus par XPS pour la souche BY 4741 (a) spectre général (b) spectres 
de détails  
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Remarquons également une nouvelle fois que, malgré des propriétés macroscopiques de 
surface proches, acier inoxydable et polystyrène donnent lieu à des profils de détachement 
différents. 
III-Caractérisation par XPS de la surface des levures 
Rappelons que l’XPS permet de déterminer les liaisons dans lesquelles sont impliqués les 
atomes de l’extrême surface (jusqu’à 5 nm de profondeur), ce qui reste faible devant 
l’épaisseur de la paroi de la levure (100 à 200 nm). Un exemple de spectres obtenus par XPS 
pour la souche BY 4741 est représenté sur la figure 22, les spectres correspondant aux autres 
souches sont présentés en annexe. Les principaux composants de la surface sont le carbone et 
l’oxygène. 
A-Relations entre les résultats de l’analyse XPS et la composition de 
la paroi cellulaire des levures 
Les résultats sont rassemblés dans le tableau 13. 
Le carbone a été décomposé en quatre pics d’après Rouxhet et al. (1994). Le premier pic, C-
C,H, à 284,8 eV, correspond à un carbone lié C-C ou C-H et est donc impliqué dans les 
fonctions hydrocarbonées. Ce pic peut être attribué aux lipides ou aux radicaux des acides 
aminés (Dengis et Rouxhet, 1997). Le taux de C-C,H trouvé ici est plus élevé que la valeur 
attendue sur la seule base de la composition biochimique de la paroi cellulaire considérée 
dans son intégralité (2 à 14 % de lipides (m/m)). Dengis et Rouxhet (1997) montrent que la 
concentration en composés hydrocarbonés est réellement plus élevée à l’extrême surface 
qu’au cœur même de la paroi, sans toutefois qu’une hypothèse de perturbation ou d’un 
réarrangement moléculaire lors des étapes de lavage et/ou de lyophilisation ne puisse être 
écartée.  
La composante à 286,3 ± 0,1 eV, C-O,N, est due à un carbone faisant une liaison simple avec 
l’oxygène ou l’azote (alcool, éther, amine ou amide), correspondant aux polysaccharides et 
aux protéines de la paroi cellulaire. La fonction amide représente probablement la liaison 
peptidique dans les protéines et la chitine. 
Le troisième pic à 288,0 ± 0,1 eV, C=O, est dû à un carbone faisant une liaison avec 
l’oxygène, soit par deux liaisons simples soit par une double (hémi-acétal, acétal, amide, 
carboxylate, carbonyl). Le carbone lié C=O correspond aux fonctions cétones des chaînes 
polysaccharidiques. Les groupements acétal et hémi-acétal sont retrouvés principalement dans 
les polysaccharides.  
 
 - 118 -  
Résultats et Discussion      Caractérisation de l’adhésion des levures sur acier inoxydable 
 
Tableau 13 : concentrations atomiques (%) pour les différentes souches de levures 
 
  % C     % O     % N     % P 
 C-C,H C-O,N C=O C=O,-O Total  O=C O-C,H Total  N-C N+ Total   
Type I réhydratée 44,84 23,81 6,17 2,34 77,16  1,50 19,26 20,76  1,25 0,28 1,61  0,19 
Type II réhydratée 30,12 29,49 7,68 2,56 69,84  1,51 25,91 27,42  2,00 0,19 2,19  0,22 
Type I cultivée 32,31 27,12 8,5 2,54 70,47  4,23 20,79 25,02  3,63 0,43 4,06  0,19 
Type II cultivée 32,98 27,92 71,317,02 3,38  2,11 23,29 25,40  2,65 0,39 3,04  0,08 
BY 4741 29,08 29,94 7,31 69,22   1,32 26,66 27,98   1,57 0,52 2,09 2,89   0,24 
 
 
 
Tableau 14 : ratio de concentrations atomiques pour les différentes souches de levures. 
 
 Ratio de concentration atomique 
O/C N/C P/C  
Type I réhydratée 0,27 0,0209 0,0025 
Type II réhydratée 0,39 0,0314 0,0031 
Type I cultivée 0,35 0,0576 0,0027 
Type II cultivée 0,36 0,0426 0,0011 
BY 4741 0,4 0,0302 0,0035 
 
N+/Ntotal N-C/NtotalN/P  
Type I réhydratée 8,4 17,4 77,6 
Type II réhydratée 9,9 8,6 91,3 
Type I cultivée 21,4 10,6 89,4 
Type II cultivée 38,0 12,8 87,2 
BY 4741 8,7 24,8 75,1 
 
 
 
Tableau 15 : comparaison des concentrations atomiques pour deux souches de levures. 
Souche 38 A (Rouxhet et al., 1994) et BY 4741 (cette étude). 
 
  % C   % O 
C-C,H C-O,N C=O  O=C O-C,H  
Souche 38 A 27,15 31,31 7,26  3,11 28,73 
BY 4741 29,08 29,94 7,31  1,32 26,66 
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Il apparaît aussi sur les spectres une composante faible proche de 289,0 eV, C=O,-O, attribuée 
au groupement carboxyl pouvant provenir des protéines, de la chitine et potentiellement des 
acides uroniques.  
 
L’oxygène représente avec le carbone l’autre élément constitutif  le plus important de la paroi. 
Il a été décomposé en deux pics. La première composante située à 531,3 ± 0,2 eV est attribuée 
à l’oxygène faisant une double liaison avec le carbone, O=C (acide carboxylique, carboxylate, 
ester, carbonyl, amide). La composante à 532,6 eV est attribuée aux alcools (C-O-H), hémi-
acétal et acétal (C-O-C-O-C), qui peut inclure une contribution de l’hydroxyl de l’acide 
carboxylique attendu vers 533,4 eV.  
Il a précédemment été établi, chez la levure S. cerevisiae, que la majeure partie de l’oxygène 
détecté est liée au carbone (Vernhet-Roquefeuil, 1992), ce qui est cohérent avec la 
composition de la paroi cellulaire (prédominance de polysaccharides et de protéines). 
 
L’azote, présent en faible quantité, a été décomposé en deux pics. Le pic principal à 399,6 ± 
0,3 eV correspond aux fonctions amine ou amide et donc aux protéines pariétales. On trouve 
aussi une faible composante à 401,3 eV (azote protoné), qui peut s’expliquer par la présence 
soit d’amines protonées (retrouvées dans les acides aminés basiques)  soit d’ions NH4+, 
introduits initialement dans le milieu de culture et retenus lors des étapes de lavage par 
échange d’ions sur les sites négatifs de la paroi cellulaire (Vernhet-Roquefeuil, 1992). A noter 
cependant qu’en XPS, il est impossible de distinguer les amines protonées des ions NH4+ 
présents en tant que contre-ions (Rouxhet et al., 1994). 
 
Le phosphore, détecté à 133 eV, correspond aux groupements phosphodiester dans les 
mannanes et aux polyphosphates. 
 
On trouve également comme espèce minoritaire du silicium, ce qui peut être attribué à une 
contamination par des silanes, adsorbés à partir de l’atmosphère ambiante. A noter également 
la présence de calcium. Malgré la mise en évidence d’une quantité de potassium parfois 
significative (K/C ~ 0,008 – 0,011) chez la levure S. cerevisiae (Vernhet-Roquefeuil, 1992), il 
a ici été choisi de ne pas quantifier la proportion détectée, observable toutefois par le pic situé 
à 292,5 et 295,5 eV, notamment pour les levures de types I et II cultivées et la souche 
BY 4741. 
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B-Comparaison des différentes levures en terme de composition de 
surface  
Les ratios de concentrations atomiques pour les différentes souches de levures sont présentés 
dans le tableau 14. 
Globalement, il existe peu de différences entre les différents types de levure. 
Si l’on compare les levures de types I et II, les cellules cultivées présentent un ratio N/C 
légèrement supérieur aux levures simplement réhydratées. En revanche, le ratio O/C reste 
pratiquement constant.  
Nous avons ensuite cherché à vérifier dans notre cas certains résultats reportés dans la 
littérature (corrélations entre les rapports de concentration atomique et les propriétés de 
surface telles que l’hydrophobicité ou la charge). Le rôle des protéines dans l’hydrophobicité 
de la levure a notamment été démontré par Mozes et al. (1988) puis confirmé par Dengis et 
Rouxhet (1997) sur un panel de souches élargi. Mozes et al. (1988) ont ainsi établi une 
corrélation entre l’hydrophobicité et le ratio N/P en comparant ces deux caractéristiques pour 
deux souches de levures (S. cerevisiae et S. carlsbergensis). Ils ont montré qu’une 
augmentation du ratio N/P est corrélée à une accentuation de l’hydrophobicité. Dans notre 
cas, la levure de type I réhydratée, caractérisée comme hydrophile par la méthode MATS, 
présente un ratio N/P de 8,4 et pour le type II, hydrophobe, ce même rapport vaut 9,95. Ces 
taux sont proches de celui trouvé par Mozes et al. (1988) chez S. cerevisiae. La corrélation 
établie par Mozes et al. (1988) est ici vérifiée quoique les écarts en terme de N/P restent très 
modérés. En revanche, ce ratio, pour les souches correspondantes cultivées, pourtant toutes 
deux hydrophiles, est très nettement supérieur.  
 
Concernant la souche BY 4741, la composition de la surface est proche de données rapportées 
sur la levure S. cerevisiae cultivée sur le même milieu nutritif (Vernhet-Roquefeuil, 1992 ; 
Rouxhet et al., 1994). A titre d’illustration, après une culture réalisée dans un milieu 
contenant 5 g/L d’extrait de levures (dans nos conditions 20 g/L) suivie de deux lavages 
(conditions identiques à notre mode opératoire), la  composition de surface de la souche 38 A 
(voir dans le tableau 15) est voisine de celle obtenue ici. Les mêmes pourcentages globaux (C, 
O, N, P) ont également été rapportés pour des souches de brasserie de fermentation haute (S. 
cerevisiae) (Dengis et Rouxhet, 1997). 
 
Amory et Rouxhet (1988) obtiennent une corrélation entre la mobilité électrophorétique et le 
rapport P/C (pour de faibles valeurs de ce rapport) de différentes souches de levures, 
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indiquant ainsi le rôle prédominant des phosphates dans l’établissement de la charge de 
surface, au détriment des groupements carboxyl. Dans notre cas, cette relation ne semble pas 
vérifiée si l’on considère par exemple le type I cultivée (ζ ~ -30 mV, P/C=0,0027) et BY 4741 
(ζ ~ -12 mV, P/C=0,0035). A noter que des travaux de la même équipe (Mozes et al., 1988) 
ont montré que la corrélation obtenue pour les levures, toujours à faibles ratios P/C (<0,005), 
n’est pas aussi nette que dans le cas des bactéries. 
Toujours dans l’idée d’élucider le lien entre charge de surface et composition biochimique de 
la paroi, Dengis et Rouxhet (1997) mènent une étude très complète sur le rôle respectif des 
amines, des carboxylates et des phosphates en fonction de leur degré de 
protonation/déprotonation et ce, dans le cas de différents types de levures de brasserie 
(S. cerevisiae : fermentation haute et S. calrbergensis : fermentation basse). Ils mettent au 
point un modèle simplifié basé sur les hypothèses suivantes : 
(i) la levure possède une surface lisse et homogène ; 
(ii) la concentration des charges électriques est déduite des équilibres acide-base et des 
concentrations des fonctions chimiques, supposées être indépendantes entre elles 
et distribuées au hasard dans la zone analysée par XPS ; 
(iii) le potentiel de surface est égal au potentiel zêta ; 
(iv) l’influence de la force ionique est négligeable (1 mM KNO3). 
Ils montrent notamment que l’affirmation de Amory et Rouxhet (1988) selon laquelle la 
contribution des carboxylates à la charge de surface est faible devant celle des groupements 
phosphates n’est apparemment valable que dans le cas d’une abondance relative des 
phosphates élevée et/ou un pH suffisamment faible. En fonction de la composition 
biochimique de la paroi, le rôle des groupements amines protonés n’est également pas à 
exclure. Dengis et Rouxhet (1997) concluent également que, pour S. calrbergensis, le 
phosphate joue un rôle significatif dans la charge électrique de surface alors que, dans le cas 
de S. cerevisiae, son rôle est majoritairement négligeable, ceci expliquant le profil d’évolution 
de la mobilité électrophorétique en fonction du pH. Ces résultats soulignent la complexité des 
phénomènes mis en jeu. Dans notre cas, malgré un potentiel zêta différent, la souche BY 4741 
possède un rapport P/C voisin des autres levures, excepté le type II cultivé. 
 
Enfin, le rapport Nprotoné/Ntotal est plus élevé pour la souche BY 4741 (25 %) que pour les 
types I et II cultivés (10 %). Nous avons vu que cet azote protoné est dû aux contre-ions 
ammonium mais aussi aux amines protonées, qui reflètent les acides aminés basiques des 
protéines. La souche BY 4741 aurait donc une surface constituée de protéines avec un 
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caractère globalement plus basique que les autres levures, ce qui est corroboré par un potentiel 
zêta plus faible dans les mêmes conditions de pH et de force ionique (tableau 9). A noter 
toutefois que les résultats de la MATS ont montré que cette souche est moyennement 
hydrophile sans caractère basique marqué, en comparaison avec les autres souches testées. 
Cependant, il faut garder à l’esprit que la méthode MATS reste très « macroscopique » et ne 
permet de différencier que des classes de microorganismes très distinctes en termes de 
propriétés de surface, son application en tant qu’outil quantitatif reste donc délicate. Il est 
intéressant de signaler qu’un ratio Nprotoné/Ntotal de cet ordre a déjà été observé par Dengis et 
Rouxhet (1997) dans le cas des levures S. carlbergensis, contrairement à une grande 
proportion de S. cerevisiae pour laquelle ce même rapport était beaucoup plus faible (de 
l’ordre de 2-3%). 
C-Conclusion 
A priori, il n’existe pas de différences suffisamment marquées, en terme de caractérisation 
XPS de la surface, entre les différentes levures pour expliquer les écarts dans les 
comportements bio-adhésifs sur acier inoxydable observés entre levures réhydratées et levures 
cultivées et la forte variabilité obtenue sur la souche industrielle cultivée toujours en terme 
d’adhésion. 
Une première hypothèse réside dans le fait que les molécules adsorbées sur la surface des 
levures réhydratées, et supposées interférer sur l’adhésion, aient été éliminées lors des étapes 
préliminaires à l’analyse XPS proprement dite (par exemple, lors de la lyophilisation dont les 
conditions opératoires n’ont pu être contrôlées de manière stricte). Rouxhet et al. (1994) 
soulignent d’ailleurs que la lyophilisation reste une étape délicate qui peut causer une 
altération de la morphologie cellulaire, une rupture de l’intégrité des couches de l’extrême 
surface ou encore la migration de composés intracellulaires.  
L’autre hypothèse est liée à la possibilité du relargage de macromolécules par les levures 
réhydratées ou cultivées durant les expérimentations d’adhésion. Ce relargage, non maîtrisé et 
fortement variable selon le type de levure malgré la constance des conditions 
environnementales (pH, force ionique), reste difficile à appréhender et à quantifier in situ. 
Nous pouvons supposer qu’il va alors modifier l’adhésion de la levure proprement dite soit en 
la renforçant (levures de types I et II réhydratées) soit en la rendant fortement aléatoire 
(levures de type I cultivées). Dans cet ordre d’idée, Dufrêne et al. (1996) mènent une étude 
intéressante sur le rôle des protéines extracellulaires dans l’adhésion au polystyrène d’une 
bactérie du sol, Azospirillum brasilense. En couplant différentes techniques d’analyse 
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(caractérisation par XPS de la composition de surface du support après contact avec les 
levures, mouillabilité du support, mesure d’absorbance et dosage des protéines sur les 
surnageants) et en testant l’influence du préconditionnement de la surface solide ou l’âge des 
cellules, ils mettent en évidence que l’effet des protéines se situe à deux niveaux : dans la 
première phase, les protéines de surface et celles adsorbées à la surface du support (suite à un 
phénomène de lyse cellulaire et/ou de sécrétion) vont initier l’adhésion via la création d’un 
pontage entre les deux surfaces. Dans une seconde étape, le contact prolongé entre les cellules 
adhérantes et le support conduit à la sécrétion in situ de protéines qui renforcent leurs 
interactions. L’ensemble de ces mécanismes se traduit par une adhésion de A. brasilense sur 
polystyrène accrue. Dans le cas présent, un tel scénario peut aisément être envisagé, sachant 
que, lors d’une étude antérieure réalisée sur les levures de type I réhydratées, un relargage de 
protéines extracellulaires avait été mis en évidence par suivi au cours du temps de la densité 
optique à 280 nm (Mercier-Bonin et al., 2004). Ce relargage, induit par la lyse cellulaire 
(viabilité de l’ordre de 50%), conduisait à un renforcement de l’adhésion de S. cerevisiae sur 
verre. Dans la présente étude, la suite du travail devra être consacrée à étayer ces premières 
conclusions en se focalisant sur l’analyse du surnageant issu de la phase liquide dans laquelle 
les différents types de levures ont été dispersés lors de la phase de sédimentation préalable à 
l’adhésion. En s’inspirant du protocole présenté par Dufrêne et al. (1996), nous pourrons 
analyser par XPS des coupons solides (par exemple du polystyrène) conditionnés par ces 
surnageants et comparer, d’une part, les différents lots et, d’autre part, au sein d’un même lot, 
évaluer la variabilité des résultats (notamment dans le cas des types I cultivées).     
 
Nous avons ensuite cherché à savoir si la forte adhésion observée sur acier inoxydable était 
spécifique des levures de boulangerie. A cette fin, le comportement des levures issues de la 
filière œnologique a été caractérisé puis comparé à celui de la souche de boulangerie 
BY 4741. 
IV-Adhésion de la souche oenologique 
Comme mentionné précédemment, contrairement à la souche BY 4741, dont la viabilité est 
proche de 100 %, les levures K1M-VR, obtenues après une fermentation « vin rouge », ne 
sont plus viables. Issues d’un milieu de culture de concentration en éthanol proche de 100 g/L, 
et contenant une forte proportion de composés phénoliques, elles sont restées stockées 6 mois 
à 4°C. Il est important de signaler que, malgré des milieux de culture et des états  
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Figure 23 : profils de détachement obtenus pour les levures K1M-VR cultivées préalablement 
adhérées sur acier inoxydable (  ), sur polypropylène (  ), et sur polystyrène (  ) dans NaCl 150 
mM à pH=5,5. 
 
 
 
 
Tableau 16 : valeurs de τp50% (Pa) obtenues pour les levures K1M-VR sur les quatre supports 
testés. 
 
 K1M-VR  
Polypropylène 9,40 ± 5,80 
Polystyrène 8,10 ± 3,10 
Acier inoxydable > 80 Pa 
Verre 0,17  
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physiologiques différents, les deux types de levures ont été caractérisées par la méthode 
MATS comme plutôt hydrophiles.  
 
Les profils de détachement obtenus pour les levures K1M-VR sur polypropylène, polystyrène 
et acier inoxydable sont présentés sur la figure 23 et les valeurs de τp50% dans le tableau 16. 
Les profils de détachement sont identiques sur polypropylène et polystyrène et les valeurs de 
τp50% sont proches. En effet, la contrainte τp50% est de 9,4 ± 5,8 Pa sur polypropylène et de 
8,1 ± 3,1 Pa sur polystyrène. Des essais complémentaires réalisés sur le verre indiquent, en 
accord avec les prévisions théoriques, une adhésion beaucoup plus faible sur ce support (τp50% 
de 0,17 Pa) (résultats non montrés). Sur acier inoxydable, une adhésion forte et reproductible 
est observée. 
 
A noter qu’en parallèle, des essais ont été réalisés sur la souche K1M simplement réhydratée. 
Le détachement a été observé, sur les supports polymériques, pour des niveaux de contraintes 
plus faibles, ce qui est contraire aux levures de boulangerie pour lesquelles rappelons-le une 
adhésion plus forte avait été observée dans le cas d’une simple réhydratation. 
 
Les contraintes nécessaires au détachement des levures K1M-VR sont dans l’ensemble plus 
élevées que celles obtenues pour BY 4741 malgré leur taille voisine (diamètre de 4,5 ± 0,7 
µm pour K1M-VR contre 5,2 ± 1,0 µm pour BY 4741). On peut supposer que l’effet de l’état 
physiologique (viables versus non viables) des cellules joue sur leur adhésion à l’acier 
inoxydable. C’est pourquoi des expériences de détachement ont été réalisées sur les levures 
BY 4741 inactivées par la chaleur (5 min à 100°C). L’absence de viabilité, vérifiée par 
dénombrements, ne s’est pas ici traduite par une réduction de l’adhésion à l’acier inoxydable. 
Ceci diffère des conclusions émises par Reynolds et Fink (2001) concernant la nécessité d’un 
métabolisme actif pour l’adhésion des levures sur les surfaces. 
Pour expliquer les différences obtenues entre les souches K1M-VR et BY 4741, on ne peut 
pas exclure le rôle éventuel des composés phénoliques, présents dans le milieu de culture de 
K1M-VR, susceptibles de s’adsorber fortement sur la paroi cellulaire et d’interférer sur 
l’adhésion. Toutefois, les écarts observés restent modérés. 
 
L’influence de la solution saline utilisée pour le détachement a également été quantifiée sur 
les levures K1M-VR ayant adhéré sur du polystyrène (comparaison NaCl 150 mM / vin 
 - 126 -  
Résultats et Discussion      Caractérisation de l’adhésion des levures sur acier inoxydable 
 
synthétique sans éthanol à force ionique voisine). Elle semble faible car les contraintes τp50% 
obtenues dans les deux cas restent du même ordre de grandeur (résultats non présentés). 
Conclusion 
Afin d’élucider les mécanismes physico-chimiques régissant les interactions entre levures et 
acier inoxydable, nous avons comparé l’adhésion de différentes souches à des supports 
« contrôle » présentant une large gamme de propriétés de surface (verre, polypropylène, 
polystyrène). 
La forte adhésion des levures sur l’acier inoxydable, dans notre configuration expérimentale 
(chambre à écoulement cisaillé, contrainte maximale de 100 Pa, durée d’application de la 
contrainte de 3 min), a été retrouvée quels que soient le type de cellule, leur provenance, leur 
conditionnement et leur état physiologique. La variabilité, observée avec la souche 
industrielle, n’a pu être expliquée par l’analyse XPS de la paroi cellulaire et d’autres facteurs, 
tels que la sécrétion non maîtrisée de molécules inhibitrices de l’adhésion, peuvent être 
impliqués, leurs mécanismes d’action devant être élucidés par la suite.  
Les résultats obtenus dans la présente étude concordent avec l’étude récemment publiée par  
Demilly et ses collaborateurs (Demilly et al., 2006). Ces auteurs ont étudié l’adhésion de la 
souche BY 4741 sur un acier 304 ayant subi un polissage miroir. Après avoir nettoyé la 
plaque d’acier inoxydable selon un protocole similaire (i.e. mélange acétone/éthanol), les 
levures, prélevées en phase stationnaire de croissance, sont mises en contact pendant 35 min 
avec le support. Les cellules sont ensuite détachées par un écoulement laminaire (en chambre 
à flux radial). Il a été ainsi montré qu’une contrainte de 90 Pa appliquée pendant 3 min ne 
permettait de détacher qu’environ 10 % des cellules initialement adhérées. En revanche, après 
20 min, ce pourcentage s’élève à 40 % et à 80 % au bout de 120 min d’application. Notons 
que la possibilité d’appliquer les contraintes de cisaillement pendant des temps plus longs n’a 
pas été exploitée dans notre étude.  
Sur les autres supports, l’adhésion est gouvernée par un équilibre entre les forces de Lifshitz-
van der Waals et acide/base de Lewis. Grâce à la comparaison levures réhydratées/cultivées 
dans le cas de la souche industrielle, la nécessité de travailler sur des cellules biologiquement 
actives (i.e. cultivées) a été clairement mise en évidence. Pour les autres souches testées (BY 
4741, K1M-VR), les comportements sont voisins, les écarts pouvant s’expliquer par des 
paramètres propres à la levure (taille) ou liés à son environnement (composés phénoliques 
dans le cas des levures œnologiques).  
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La forte adhésion est donc spécifique de la surface d’acier inoxydable (dans le cadre des 
matériaux étudiés). Elle ne peut, dans un premier temps, être simplement expliquée par les 
caractéristiques énergétiques de surface de l’acier inoxydable telles que déterminées par la 
méthode de van Oss et dans l’échelle acide/base proposée par cet auteur (van Oss, 1996). Une 
controverse existe à ce propos dans la littérature (Volpe et Siboni, 1997). La prise en compte 
de la pression d’étalement, ou d’une échelle acido-basique basée sur des valeurs différentes 
pour l’eau, pourrait éventuellement y remédier (Volpe et Siboni, 1997). Notons également que 
des propriétés macroscopiques de surface proches ont été trouvées pour l’acier inoxydable et 
le polystyrène, du fait de l’existence d’une couche de contamination carbonée importante à la 
surface de l’alliage. Mais que devient cette couche en milieu liquide ? L’acier inoxydable ne 
recouvre-t-il pas ses caractéristiques natives (i.e. celles d’un matériau de haute énergie) ? Du 
fait de l’absence de moyens d’investigation à l’échelle locale adaptés, nous n’avons pu 
répondre à ces interrogations. 
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CHAPITRE III : IDENTIFICATION DES COMPOSES PARIETAUX 
IMPLIQUES DANS L’ADHESION DES LEVURES A L’ ACIER 
INOXYDABLE 
I-Rôle des protéines de surface dans l’adhésion microbienne 
A-Chez les bactéries 
Il est maintenant reconnu dans la littérature que les protéines de surface des bactéries 
interviennent dans l’adhésion aux supports solides, notamment les surfaces métalliques.  
Ainsi, Pradier et ses collaborateurs (Pradier et al., 2005) ont récemment montré que, parmi 
trois souches de bactéries à Gram négatif marines (DA, D41 et DO1), c’est la souche dont la 
surface est la plus riche en protéines (D41) qui adhère le plus à l’acier, mais aussi au verre et 
au téflon en quantité deux fois plus élevée que les autres souches. Flint et al. (1997) ont mis 
en évidence qu’un traitement par du lysozyme ou de l’acide trichloroacétique, destiné à 
éliminer les polysaccharides en surface des streptocoques, n’a aucune conséquence sur 
l’adhésion bactérienne sur acier inoxydable. En revanche, le « clivage » des protéines de 
surface, par une action de la trypsine ou du sodium dodécyl sulfate (SDS), réduit d’un facteur 
100 le nombre de bactéries adhérantes. La même démarche a été appliquée sur des bactéries 
thermophiles du genre Bacillus (Parkar et al., 2001) : les résultats ont également mis en 
évidence l’importance des protéines dans l’adhésion bactérienne à l’acier inoxydable. Dans le 
même ordre d’idée, Caccavo (1999) examine le rôle des protéines de surface de Shewanella 
alga BrY sur son adhésion à des oxydes ferriques. L’action d’enzymes protéolytiques 
(protéase de Streptomyces griseus et chymotrypsine) inhibe l’adhésion bactérienne aux 
oxydes ferriques.  
Toutefois, ces études restent très descriptives et peu d’analyses sont réalisées concernant le 
mode d’action des traitements et les modifications apportées sur la cellule. Une étude plus 
complète s’avère nécessaire, mettant en évidence les changements occasionnés (quantité de 
protéines relarguées, modification des propriétés de surface et de l’enveloppe cellulaire, …). 
B-Liaison protéines / métal 
Certains auteurs se sont intéressés au mode de liaison entre les protéines de surface et les 
métaux et ont mis en évidence la forte affinité de ces derniers pour les groupements thiols des 
protéines. Cette capacité à échanger des électrons pourrait même donner lieu à une liaison 
covalente (Ercal et al., 2001). La formation d’une telle liaison spécifique, entre E. coli et un 
support, a récemment été observée par AFM et microscopie (Lower et al., 2005). Schembri et 
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ses collaborateurs (Schembri et al., 1999) ont construit une banque de peptides à partir de la 
protéine FimH de E. coli (protéine des fimbriae) et ont identifié les séquences se fixant le plus 
efficacement sur des oxydes métalliques variés (PbO2, CoO, MnO2, Cr2O3).  
C-Chez les levures 
Pour les levures, le rôle des protéines pariétales dans l’adhésion a essentiellement été étudié 
chez C. albicans sur les surfaces polymériques, du fait de leur impact dans le domaine 
biomédical. Il a été démontré que les mannoprotéines sont impliquées dans l’adhésion et la 
virulence (Hoyer, 2001; Sundstrom, 2002). Chez S. cerevisiae, la protéine flo11 a été 
particulièrement étudiée. C’est une glycoprotéine pariétale impliquée dans la floculation et 
l’adhésion aux plastiques (Reynolds et Fink, 2001). En effet, ces auteurs ont montré qu’une 
souche délétée de ce gène adhère peu sur polystyrène. Le même type de résultat a été obtenu 
par Li et Palecek (2003) en chambre à écoulement, confirmant le rôle de cette protéine dans 
l’adhésion de la levure au polystyrène. Par ailleurs, une augmentation du niveau de 
transcription du gène FLO 11 induit une croissance invasive et filamenteuse sur milieux 
gélosés. 
1) “Cell Wall Proteins” (CWP) 
Nous avons vu précédemment que la couche interne de la paroi de S. cerevisiae est constituée 
principalement de β-1,3-glucanes et que sa structure est renforcée par des liaisons hydrogène, 
des liaisons covalentes avec les β-1,6-glucanes et les chaînes de chitine. La couche externe, 
qui détermine les propriétés de surface de la cellule, est constituée essentiellement de 
mannoprotéines liées à la paroi (CWP pour « Cell Wall Proteins »).  
Ces protéines peuvent être classées en deux groupes selon leur mécanisme d’ancrage à la 
paroi (Mrsa and Tanner, 1999). 
a)protéines liées de façon non covalente 
Le premier groupe contient les protéines qui sont attachées de façon non covalente à la paroi 
ou à l’aide de ponts disulfure. Ces protéines peuvent être extraites par du SDS à chaud ou du 
β-mercaptoéthanol (Valentin et al., 1984). Certains auteurs (Edwards et al., 1999; Motshwene 
et al., 2003; Urban et al., 2003) se sont intéréssés à ces protéines. Leur étude a montré qu’elles 
possèdent souvent une activité glycolytique, certaines autres sont des protéines abondantes 
dans le cytosol de la levure. La provenance de ces enzymes est encore inconnue et peu 
discutée dans la littérature. De Groot et al. (2005) se sont risqués à formuler une hypothèse.   
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Figure 24 : représentation schématique de la paroi de la levure S. cerevisiae et mode d’action 
de divers traitements chimiques et enzymatiques pour cliver les différentes classes de 
protéines pariétales. d’après de Groot et al. (2004).  
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Les parois des levures portent de nombreuses charges négatives dues aux groupements 
phosphates (Jigami et Odani, 1999). Ceux-ci sont chargés négativement à pH 3 (et supérieur) 
et sont capables de fixer des enzymes glycolytiques qui, du fait de leur point isoélectrique 
élevé, sont chargées positivement. D’après De Groot et al. (2005), ces enzymes, retrouvées 
sur les parois des levures, proviennent de levures lysées au sein de la culture. 
 
Le second groupe est celui des protéines liées de façon covalente aux β-1,6-glucanes ou aux 
β-1,3-glucanes (Klis et al., 2001; Chauhan et al., 2002). Chez S. cerevisiae, deux types de 
protéines de la paroi (CWP) liées de façon covalente ont été identifiées. 
b)les « GlycosylPhosphatidylInositol-CWP » (GPI-CWP) 
La classe la plus importante est celle des protéines liées à la paroi par une ancre 
GlycosylPhosphatidylInositol (GPI-CWP). Elles sont généralement fixées au réseau de β-1,3-
glucanes via les β-1,6-glucanes (Kapteyn et al., 1995; Kapteyn et al., 1996). Elles peuvent 
également rester ancrées à la membrane plasmique (Klis et al., 2002). 
c)protéines avec motifs internes répétés (Pir-CWP) 
La seconde classe, une famille de protéines avec des motifs internes répétés (Pir-CWP), est 
reliée directement au réseau de β-1,3-glucanes (Toh-e et al., 1993). L’approche, menée par 
Yin et al. (2005) a mis en évidence 19 CWP attachées de manière covalente à la paroi de S. 
cerevisiae : 12 appartiennent à la classe des GPI-CWP, 4 sont des Pir-CWP et 3 sont liées à la 
paroi de la même façon que les Pir-CWP, mais ne portent pas de motifs internes répétés. 
2)Traitements chimiques et enzymatiques de la paroi 
De Groot et al. (2004) se sont intéressés à la composition protéique de la paroi de C. albicans 
en phase exponentielle de croissance. Afin d’extraire les protéines, les auteurs ont soumis la 
paroi, préalablement cassée par des billes de verre, à divers traitements chimiques et 
enzymatiques, synthétisés sur la figure 24. Tout d’abord, les protéines liées de manière non 
covalente ou liées aux autres protéines par des ponts disulfure ainsi que les contaminants 
intracellulaires ont été éliminés par un lavage dans du NaCl 1M, suivi de deux extractions de 
5 min à 100°C par un tampon Tris-HCl contenant 2% de SDS, 100 mM de Na-EDTA et 40 
mM de β-mercaptoéthanol. Les GPI-CWP ont ensuite été extraites dans du HF-pyridine. Mais 
elles peuvent également l’être par une digestion enzymatique de la paroi par une β-1,6- 
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Tableau 17 : potentiels zêta (mV) des levures suspendues dans NaCl 1,5 mM à pH 5,5 après 
traitement par le mélange SDS/β-mercaptoéthanol. 
 
Levures ζ (mV) 
Souche BY 4741 témoin -12,0 ± 0,5 
Souche BY 4741 après traitement -25,2 ± 1,1 
 
 
 
 
Tableau 18 : concentrations atomiques (%) pour la souche BY 4741 après traitement par le 
mélange SDS/β-mercaptoéthanol. 
 
  % C     % O   
 C-C,H C-O,N C=O C=O,-O Total  O=C O-C,H Total
BY 4741 sans traitement 29,08 29,94 7,31 2,89 69,22  1,32 26,66 27,98
BY 4741 après SDS+β-mercaptoéthanol 52,64 11,42 4,9 3,05 72,01  3,77 10,64 19,35
 
  % N      % P % Na % S 
N+N-C Total      
BY 4741 sans traitement 1,57 0,52 2,09  0,24 / / 
BY 4741 après SDS+β-mercaptoéthanol 0,96 0,43 1,39  / 3,66 3,59 
 
 
 
 
Tableau 19 : ratio de concentrations atomiques pour  la souche BY 4741 après traitement par 
le mélange SDS/β-mercaptoéthanol. 
 
 Ratio de concentration atomique 
O/C N/C P/C  
BY 4741 sans traitement 0,4 0,0302 0,0035 
BY 4741 après SDS+β-mercaptoéthanol 0,27 0,0193 / 
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glucanase (Kapteyn et al., 1999). Les Pir-CWP ont, quant à elles, été solubilisées avec NaOH 
30 mM à 4°C pendant 17h. Enfin, les parois ont été traitées par une endo-β-1,3-glucanase, qui 
a permis le relargage simultané de l’ensemble des CWP. 
L’organisation basique en deux couches de la paroi de S. cerevisiae étant similaire à celle de 
C. albicans (Kapteyn et al., 2000; Richard et al., 2002), il est possible d’extrapoler la 
technique à S. cerevisiae, comme cela a été démontré par Yin et al. (2005). Nous avons donc 
appliqué la méthodologie proposée par De Groot et al. (2004) à S. cerevisiae à partir, 
toutefois, de cellules entières en phase stationnaire de croissance. Le mode d’extraction 
spécifique permettra ainsi d’identifier la (ou les) classe(s) protéique(s) impliquée(s) dans 
l’adhésion des levures à l’acier inoxydable. 
II-Rôle des protéines liées de façon non covalente à la paroi 
A-Conséquences du traitement sur les propriétés de surface des 
levures 
1)Charge des levures 
Le potentiel zêta des levures ayant subi deux extractions à chaud par le mélange SDS/β-
mercaptoéthanol est présenté dans le tableau 17. 
La charge négative des levures ayant subi ce traitement est environ deux fois plus importante 
que pour les levures témoin en milieu NaCl 1,5 mM. La capacité du SDS, de par son mode 
d’action, à charger négativement les protéines, est couramment exploitée pour réaliser des 
électrophorèses de protéines. Le SDS vient, en effet, former une micelle autour de la protéine. 
C’est la « queue hydrophobe » de la molécule qui interagit, par interaction hydrophobe, avec 
la protéine, la « tête hydrophile » restant tournée vers l’extérieur de la micelle. C’est cette 
« tête hydrophile », composée de sulfonates, qui est chargée négativement (Singh et Song, 
2006). Il semble donc que du SDS reste fixé sur les levures, leur conférant ainsi une charge 
négative nette de -25,2 ± 1,1 mV. 
2)Analyse XPS 
La synthèse de l’analyse XPS de BY 4741 ayant subi deux extractions à chaud par un 
mélange SDS/β-mercaptoethanol est présentée sur les tableaux 18 et 19. La composition de 
surface des levures ainsi traitées est très différente de la souche témoin puisqu’on observe une 
diminution conjointe des rapports O/C et N/C. La diminution du rapport O/C est due à une 
augmentation de O=C et à une diminution de O-C,H. La souche après traitement a également 
une teneur en azote moindre, liée à une modification couplée des teneurs en N-C et N+ 
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Figure 25 : profils de détachement obtenus pour les levures BY4741 cultivées ayant subi la 
digestion par la zymolysase d’1 h (   ), le traitement de 17 h par NaOH 30 mM (   ), deux 
traitements par le mélange SDS/β-mercaptoéthanol (   ) et préalablement adhérées sur acier 
inoxydable dans NaCl 150 mM à pH=5,5. 
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(diminution de la proportion d’azote impliqué dans les liaisons amide et augmentation de la 
proportion d’azote correspondant aux amines protonées et/ou aux ions ammonium). Cette 
diminution de la teneur en azote peut traduire l’élimination par le traitement chimique de la 
classe de protéines liées à la paroi de manière non covalente (sachant qu’il n’a pas été 
possible de la quantifier par dosage). On observe en parallèle une modification de la 
décomposition du pic de carbone : la proportion de carbone lié C-C,H augmente nettement, au 
détriment de carbone lié C-O,N. Conformément aux conclusions émises précédemment lors 
de l’analyse de la charge de surface, on retrouve bien la présence de SDS (pics de sodium et 
de soufre majeurs), malgré l’étape de rinçage dans l’eau distillée. On peut alors émettre 
l’hypothèse que l’augmentation de la proportion de carbone lié C-C,H soit due à la 
contribution de la partie hydrocarbonée du SDS, confirmant ainsi l’existence d’interactions 
fortes SDS/protéines à l’extrême surface de la levure.  
B-Conséquences sur l’adhésion à l’acier inoxydable 
Le profil de détachement obtenu sur acier inoxydable pour les levures BY4741 prélevées en 
phase stationnaire de croissance et ayant subi deux extractions à chaud par un mélange SDS/ 
β-mercaptoéthanol est présenté sur la figure 25. Un détachement significatif est ici observé, 
puisque la valeur de contrainte nécessaire pour détacher 50% des individus est de 1,20 ± 1,14 
Pa. En fin d’expérimentation, à la contrainte maximale de 100 Pa, seulement 10% des 
individus restent adhérés. Rappelons que, pour les cellules non traitées, la valeur de τp50% 
n’avait pu être estimée du fait d’une absence totale de détachement. 
La diminution de l’adhésion ne peut pas, dans notre cas, être expliquée par une augmentation 
de la charge des levures puisque nous travaillons dans un milieu de force ionique élevée avec, 
a priori, des interactions électrostatiques masquées. 
Les tendances observées peuvent être dues à l’élimination de la classe protéique ciblée. Mais 
nous n’avons pas pu quantifier leur relargage effectif, du fait d’une interférence du SDS avec 
le réactif de Bradford. Une autre hypothèse concerne le mode d’action du SDS. En effet, ce 
dernier forme des micelles autour des protéines restées fixées à la paroi (CWP liées de 
manière covalente), lesquelles n’ont pas été entièrement déstructurées par le rinçage final dans 
de l’eau distillée, comme l’attestent l’analyse XPS et la mesure de la charge de surface. Dans 
ce cas, les sites protéiques masqués par le SDS ne peuvent plus interagir avec l’acier 
inoxydable.  
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Tableau 20 : quantité de protéines dosées dans le surnageant d’une suspension de levures 
BY4741 après contact avec NaOH 30 mM (cellules traitées) ou NaCl 150 mM (cellules 
témoins) pendant 17 h à 4°C . 
 
 
 
 
 Cellules témoin Cellules traitées 
Quantité protéines dosées  
(µg / mL) 
5,3 ± 0,4 79,9 ± 4,0 
Tableau 21 : concentrations atomiques (%) pour la souche BY 4741 après contact avec NaOH 
30 mM. 
 
  % C     % O   
 C-C,H C-O,N C=O C=O,-O Total  O=C O-C,H Total
BY 4741 sans traitement 29,08 29,94 7,31 2,89 69,22  1,32 26,66 27,98
BY 4741 après NaOH 24,3 32,17 7,54 2,65 66,67  3,79 25,55 29,34
 
  % N      % P % Na 
N-C N+ Total     
BY 4741 sans traitement 1,57 0,52 2,09  0,24 / 
BY 4741 après NaOH 1,99 0,73 2,72  0,39 0,49 
 
 
 
 
 
Tableau 22 : ratio de concentrations atomiques pour la souche BY 4741 après contact avec 
NaOH 30 mM. 
 
 Ratio de concentration atomique 
O/C N/C P/C  
BY 4741 sans traitement 0,4 0,0302 0,0035 
BY 4741 après NaOH 0,44 0,0408 0,0058 
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III-Rôle des Pir-CWP 
A-Conséquences du traitement sur les propriétés de surface des 
levures 
1)Vérification de l’efficacité du traitement 
La quantité de protéines dosées dans le surnageant d’une suspension de levures BY 4741 
après contact avec NaOH 30 mM ou dans NaCl 150 mM pendant 17 h à 4°C est présentée 
dans le tableau 20.   
La quantité de protéines dosées après le traitement alcalin est de 79,9 ± 4,0 µg/mL, soit 
environ 15 fois plus que pour les cellules témoin. A noter que dans ce cas 5,3 ± 0,4 µg/mL 
n’est pas négligeable ce qui confirme l’hypothèse d’un relargage de protéines du fait de la 
lyse cellulaire à 4°C pendant 17h. Le traitement par NaOH 30 mM aboutit donc bien au 
relargage de protéines même lorsqu’il est réalisé sur cellules entières.  
La paroi représente 20 % de la masse sèche de la cellule. Parmi les composés constituant la 
paroi, les protéines représentent environ 35 % du poids sec de cette dernière (Kapteyn et al., 
1999). En fin de croissance, nous avons atteint une concentration cellulaire de 4,4 g/L de 
levures (chapitre I). Dans ces conditions, une extraction de l’ensemble des CWP aurait permis 
de doser une quantité de protéines de 0,3 g/L (soit 300 µg/mL).  
Sur cette base, les Pir-CWP relarguées ici représentent environ ¼ de la quantité totale de 
protéines de la paroi, ce qui semble cohérent avec les données obtenues par Yin et ses 
collaborateurs (Yin et al., 2005). Notons cependant que pour certains auteurs (Dallies et al., 
1998), les protéines représenteraient au maximum 10 % du poids sec de la paroi. Dans ces 
conditions, une extraction de l’ensemble des CWP aurait permis de doser une quantité de 
protéines de 0,09 g/L (soit 90 µg/mL). Or la quantité de protéines relarguées par le traitement 
alcalin est de 79,9 ± 4,0 µg/mL, ce qui laisse penser que l’action du NaOH ne s’est pas limitée 
aux Pir-CWP et a été plus drastique pour la paroi.  
2)Analyse XPS 
Les résultats sont présentés dans les tableaux 21 et 22.  
L’analyse de BY 4741 après le traitement par NaOH ne montre pas de modifications majeures 
de la composition pariétale. Les rapports O/C, N/C et P/C restent inchangés et les types de 
liaisons dans lesquelles sont impliqués les atomes également. Le dosage des protéines montre 
que certaines protéines (Pir) ont bien été éliminées mais cela n’a aucune conséquence sur la 
composition globale de la paroi cellulaire. Cela confirme que les protéines Pir sont un   
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Figure 26 : suivi de la densité optique au cours du temps pour des cellules témoin (dans NaCl 
150 mM, pH 5,5, à 25°C) (   ), des cellules subissant une digestion enzymatique par la 
zymolyase dans Tris-HCl 10 mM, pH=7,0 (■), ou dans un mélange Tris-HCl 10 mM et de 
glycérol (50/50) (v/v) (   ). 
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constituant non majoritaire de la paroi (environ 25% des protéines totales). On peut noter la 
présence résiduelle de sodium, malgré le rinçage final à l’eau distillée. 
 B-Conséquences sur l’adhésion à l’acier inoxydable 
Le profil de détachement obtenu sur acier inoxydable pour les levures BY4741 prélevées en 
phase stationnaire de croissance et ayant subi une extraction par NaOH 30 mM pendant 17h à 
4°C est présenté sur la figure 25. 
Le traitement n’a aucun effet sur l’adhésion des levures à l’acier inoxydable. En effet, quelle 
que soit la contrainte de cisaillement appliquée (contrainte maximale de 100 Pa), aucun 
détachement n’a été observé, de manière analogue aux résultats obtenus avec les cellules 
témoin sans traitement alcalin. 
Le relargage des protéines Pir reste sans conséquence sur l’adhésion à l’acier inoxydable ce 
qui est cohérent avec les résultats obtenus précédemment. Il semble donc que cette classe de 
protéines ne soit pas spécifiquement impliquée dans l’adhésion des levures à l’acier 
inoxydable.  
IV-Rôle de l’ensemble des protéines pariétales sur l’adhésion 
La zymolyase est un cocktail protéique contenant une protéase qui a de l’affinité pour les 
mannoprotéines et une β-1,3-glucanase. L’action des ces deux enzymes peut mener à la lyse 
cellulaire, qui est suivie par la lecture de la densité optique de la suspension cellulaire. 
A-Test de sensibilité à la zymolyase 
La destruction de la paroi cellulaire par la zymolyase va conduire à la lyse de la levure. Or, 
pour les expériences menées en chambre à écoulement cisaillé, les levures traitées doivent 
garder leur intégrité morphologique. Nous devons donc « empêcher » le phénomène de lyse. 
C’est pourquoi les expériences ont été réalisées dans un milieu isotonique contenant du 
glycérol. Nous avons au préalable vérifié la sensibilité des levures à la zymolyase, par suivi de 
la lyse cellulaire, ainsi que l’inhibition de cette lyse par le maintien de la levure en milieu 
isotonique. Les résultats de suivis de la densité optique au cours du temps sont présentés sur la 
figure 26. Comme déjà observé préalablement au laboratoire (Aguilar Uscanga, 2003), les 
levures sont sensibles à la zymolyase.  
En effet, la digestion de la paroi par l’enzyme conduit, au fur et à mesure de cette destruction, 
à une diminution de la densité optique traduisant la lyse cellulaire. En revanche, en milieu 
isotonique, malgré l’action de la zymolyase sur la paroi, l’intégrité cellulaire est préservée 
puisque la levure ne subit pas de différence de pression osmotique.  
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Figure 27 : profils de détachement obtenus pour les levures BY 4741 préalablement adhérées 
sur acier inoxydable dans Tris-HCl 10 mM, pH=7,0 (   ), ou dans un mélange Tris-HCl 10 
mM et de glycérol (50/50) (v/v) (    ). 
 
 
 
Tableau 23: viscosités et tensions superficielles à 20°C d’une solution de NaCl 150 mM et du 
mélange Tris-HCl 10 mM + glycérol (50/50) (v/v). 
 
 
Viscosité  Tension superficielle 
(mPa.sec) (mJ/m²) Milieux 
NaCl 150 mM 1 72,8 
Tris-HCl + glycérol (50/50) 9,5 64,5 
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Même en absence de lyse en milieu isotonique, la paroi des levures est attaquée et a très 
certainement perdu non seulement une partie de ses CWP mais également des polysaccharides 
de type β-1,3-glucane. La quantification du relargage protéique a été rendue impossible par 
une interférence entre le réactif de Bradford de le tampon Tris-HCl 10 mM. 
Pour les essais ultérieurs, nous avons choisi de faire agir la zymolyase 1h, temps qui en milieu 
non isotonique conduit à la lyse de 50 % des individus. 
B-Influence de la nature du milieu de suspension sur l’adhésion 
Pour les raisons évoquées précédemment, les expériences en chambre à écoulement cisaillé 
ont dû être réalisées en milieu isotonique, différent du milieu habituel (150 mM NaCl) en 
terme de nature du sel présent, de tension superficielle et de viscosité. Il fallait donc s’assurer, 
de manière préalable de l’influence éventuelle de ces différents paramètres sur l’adhésion. 
C’est pourquoi des expériences de détachement ont été réalisées sur les levures BY 4741 
intactes préalablement adhérées sur acier inoxydable dans une solution de Tris-HCl 10 mM 
pH 7,0 et un mélange Tris-HCl 10 mM + glycérol (50/50) (v/v). Les profils de détachement 
résultants sont présentés sur la figure 27. En parallèle, la viscosité et la tension superficielle 
du milieu ont été mesurées puis comparées à celles obtenues avec le milieu témoin NaCl 150 
mM, les résultats sont synthétisés dans le tableau 23.  
La tension superficielle du mélange Tris-HCl 10 mM + glycérol (50/50) (v/v) est de 64,5 
mJ/m². Elle est inférieure à la valeur obtenue pour le NaCl 150 mM qui est de 72,8 mJ/m².  
La viscosité dynamique du milieu isotonique est supérieure, d’environ 10 fois, à celle de NaCl 
150 mM, ce qui se traduit au niveau de la chambre à écoulement cisaillé par une contrainte 
maximale admissible proche de 1000 Pa. Cette « opportunité » n’a pas été exploitée car le 
détachement a été ici observé pour des contraintes inférieures à 100 Pa.  
 
En ce qui concerne l’influence de ces deux milieux sur l’adhésion de la levure BY 4741 à 
l’acier inoxydable, on constate, dans les deux cas, une adhésion réduite de manière drastique. 
Lorsque les expériences sont réalisées dans le milieu Tris-HCl 10 mM, la valeur de τp50% est 
estimée à 0,71 ± 0,46 Pa et, dans Tris-HCl 10 mM + glycérol (50/50) (v/v), elle vaut 
0,55 ± 0,08 Pa. Dans le milieu Tris-HCl 10 mM, à la contrainte de 100 Pa, 7 % des individus 
restent adhérés alors que dans le milieu Tris-HCl 10 mM + glycérol (50/50) (v/v), l’ensemble 
des levures est détaché dès 5 Pa.  
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Concernant le rôle des sels, quelques données de la littérature évoquent leurs mécanismes 
d’action mais uniquement dans le cas de protéines en solution. Notamment, Rubio (2002) a 
étudié l’adsorption d’une protéine modèle, la BSA (albumine de sérum bovin), sur de l’acier 
inoxydable AISI 316L en présence de sels monovalents (sodium) et divalents (calcium et 
magnésium). Elle a mis en évidence une adsorption en quantité légèrement plus importante en 
présence de cations divalents plutôt qu’en NaCl. Ce résultat a servi de base pour la définition 
d’un mode de liaison cation/BSA via l’oxygène d’une fonction carboxylique de la protéine. 
Par analogie avec cette étude, nous pourrions envisager une interaction Tris/protéines de 
surface de la levure. Or, le sel Tris est du du tris(hydroxyméthyl)aminométhane. Ce composé 
porte des fonctions NH2 et OH réactives, qui pourraient interagir de manière préférentielle 
avec l’acier inoxydable, empêchant, ou du moins limitant, de ce fait la fixation de la levure. 
 
L’effet de la tension superficielle se superpose à celui de la nature du sel. On peut supposer 
que, lorsque la tension superficielle du milieu diminue par ajout de glycérol, la cohésion du 
liquide est moins importante, ce qui va défavoriser l’adhésion (ΔGMLS moins négatif, à toutes 
choses égales par ailleurs). Toutefois, la réduction drastique de l’adhésion, couplée à une 
variation relativement modérée de la tension superficielle (64,5 contre 72,8 mJ/m²), nous 
laisse penser que le seul paramètre « cohésion » ne suffit pas à expliquer les résultats obtenus. 
Il est vraisemblable que le glycérol influence à la fois la cohésion et les interactions 
levures/milieu et/ou acier inoxydable/milieu. Dans ce cas, il faudrait remonter 
expérimentalement au caractère acido-basique du milieu et non à sa seule énergie de surface 
globale. L’autre possibilité, cohérente par rapport à nos observations précédentes, consisterait 
en une adsorption spécifique du glycérol par ses fonctions hydroxyl sur l’acier inoxydable 
et/ou la levure. 
 
C’est donc conjointement que doivent être envisagés l’effet de la nature du sel et celui de la 
tension superficielle du milieu, par leurs possibles interactions avec la levure et/ou l’acier 
inoxydable. 
C-Conséquences sur l’adhésion 
Le profil de détachement obtenu sur acier inoxydable pour les levures BY4741 prélevées en 
phase stationnaire de croissance et ayant subi une digestion d’une heure par la zymolyase est 
présenté figure 25. 
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La digestion par la zymolyase change de façon spectaculaire le comportement adhésif de la 
levure vis-à-vis de l’acier inoxydable : le détachement total des levures est obtenu dès la 
contrainte minimale appliquée. La valeur de τp50% est ainsi estimée à 0,59 ± 0,06 Pa. 
Cependant, il faut nuancer fortement ce résultat car nous avons vu, dans le paragraphe 
précédent, que les expériences de détachement menées sur des levures non traitées dans le 
même milieu isotonique donnent également lieu à une telle réduction de l’adhésion. Il est 
donc difficile de conclure quant à l’influence de ce traitement enzymatique et de distinguer les 
effets liés à la levure et sa composition pariétale et ceux purement physico-chimiques (tension 
superficielle du milieu, sels) qui vont conditionner différemment la surface solide.  
Conclusion  
Nous avons réalisé une combinaison de différents traitements chimiques et enzymatiques pour 
mettre en évidence les composés pariétaux clé impliqués dans l’adhésion, en nous focalisant 
sur le rôle des protéines, au vu des données de la littérature.  
Concernant les Pir-CWP, aucune influence n’a été mise en évidence. Ceci semble cohérent 
puisque ces protéines représentent une classe minoritaire au sein des protéines pariétales. Il a 
été montré que le traitement employé n’a engendré aucune modification de la composition 
pariétale, en termes de ratios atomiques, fourni par l’analyse XPS. 
Le traitement destiné à cliver les protéines liées de façon non covalente à la paroi a, en 
revanche, fortement réduit l’adhésion. Ici, il faut garder à l’esprit deux hypothèses : (i) soit 
cette classe protéique est effectivement impliquée dans l’adhésion à l’acier inoxydable ou (ii) 
le SDS résiduel masque les sites des protéines restées sur la paroi par la formation de 
micelles. 
Enfin, dans le cas du traitement par la zymolyase, il est difficile de dissocier les effets mis en 
évidence car le milieu d’expérimentation utilisé seul s’est montré capable d’empêcher 
totalement l’adhésion. Cependant, les informations connexes apportées par ces résultats se 
révèlent intéressantes, notamment concernant l’influence de la nature du sel et de la tension 
superficielle du milieu sur l’adhésion. Par ailleurs, afin d’évaluer la réelle influence des GPI-
CWP sur l’adhésion, il faudrait tester d’autres traitements, plus spécifiques de cette classe 
protéique (HF-pyridine ou β-1,6-glucanase) et rendant ainsi possible l’expérimentation en 
milieu NaCl. 
En définitive, bien que ces travaux n’aient pas permis l’identification précise de la (ou les) 
classe(s) protéique(s) impliquée(s) dans l’adhésion de la levure sur l’acier inoxydable, ils ont 
permis de mettre en évidence un rôle certain de la famille protéique au sens large dans 
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l’adhésion de la levure. Le mode de liaison protéine/acier inoxydable reste encore à élucider. 
Dans son travail de thèse, Rubio (2002) mentionne les types d’interactions suivants mais 
toujours dans le cas de la protéine modèle BSA en solution :  
(i) liaison hydrogène entre un hydroxyde de surface de l’acier inoxydable et un oxygène d’une 
fonction carboxyle de la protéine 
(ii) liaison entre les défauts (piqûres, laissant le métal sous forme Mn+) de l’acier inoxydable 
et un oxygène d’une fonction carboxyle de la protéine. 
 
Le rôle des protéines de surface dans l’adhésion de la levure constitue l’hypothèse qui est à la 
base de la modélisation de la force d’adhésion de la levure sur différents supports (chapitre 
IV) et de la réalisation de surfaces anti-adhésives (chapitre V). 
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CHAPITRE IV : MODELISATION DE LA FORCE D’ADHESION DE 
SACCHAROMYCES CEREVISIAE SUR DIFFERENTS SUPPORTS 
Introduction 
Les expériences, réalisées en chambre à écoulement cisaillé, ont été interprétées sur la base 
des profils de détachement et de la valeur de contrainte (τp50%) associée qui, rappelons-le, est 
caractéristique de la force d’interaction cellule/support (Decavé et al., 2002). L’un des 
avantages de la chambre à écoulement cisaillé, outre la possibilité d’une quantification in situ, 
dans des conditions opératoires parfaitement contrôlées, est d’avoir accès de façon précise à 
l’équilibre des forces et moments hydrodynamiques s’exerçant sur la particule biologique 
(Lorthois et al., 2001) du fait d’un écoulement laminaire dans le canal. Nous avons tiré profit 
de cette propriété hydrodynamique pour déterminer la force d’adhésion entre la levure et les 
différents supports testés dans cette étude sur la base de la connaissance de la valeur de τp50% 
et en adaptant le modèle simplifié développé par Lorthois et al. (2001). 
L’objectif de cette étude est double : (i) caractériser le mécanisme de détachement de la levure 
et (ii) quantifier puis comparer les forces dans les différentes configurations expérimentales 
(type de levure, type de support). 
Sur la base des résultats précédents, qui ont démontré le rôle majeur des mannoprotéines de 
surface dans l’adhésion de la levure, la modélisation s’appuie sur l’hypothèse d’une liaison 
levure/support via la couche extracellulaire de protéines. 
I-Considérations théoriques 
Il nous faut tout d’abord déterminer la relation existant entre la force d’adhésion et la 
contrainte de cisaillement nécessaire au détachement.  
A-Aire de contact 
Compte tenu de la forme d’une levure, que l’on peut considérer comme sphérique en première 
approximation, l’aire de contact entre une levure et le support est un disque. Le rayon de l’aire 
de contact entre la levure et le support d’adhésion est l’un des paramètres clé à prendre en 
considération. En l’absence d’interaction spécifique, cette aire de contact peut être reliée, par 
exemple, aux micro-rugosités des surfaces mises en jeu ou à leurs déformations élastiques 
et/ou adhésives (Hubbe, 1984; Sharma et al., 1992; Yiantsios et Karabelas, 1995). Dans ce 
cadre, quatre hypothèses sont nécessaires à la détermination de l’aire de contact. 
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(i) La levure peut être considérée comme rigide et non déformable. En effet, les propriétés 
mécaniques de la paroi de la levure ont été mesurées par Smith et ses collaborateurs (Smith et 
al., 2000a) lors d’expériences de compression. Les données ont ensuite été analysées selon un 
modèle mécanique (Smith et al., 2000b). Le module de Young (E) ainsi trouvé est de 150 ± 
15 MPa. 
(ii) L’aire de contact est définie comme la zone au sein de laquelle existent les liaisons entre 
les protéines de la paroi de la levure et le support d’adhésion (Hammer and Lauffenburger, 
1987; Cozens-Roberts et al., 1990; Kuo and Lauffenburger, 1993). 
(iii) Bien que la levure ne puisse être considérée comme strictement sphérique, l’aire de 
contact est considérée comme étant un disque. 
(iv) Considérant que la rugosité du support est faible devant l’épaisseur caractéristique de la 
couche protéique reliant la cellule au support (ce point sera discuté plus loin), on a :  
           Equation 17 ( )222 rar l−+=
 
où r est le rayon de la cellule, a le rayon de l’aire de contact et l  est l’épaisseur 
caractéristique de la couche protéique reliant la cellule au support comme illustré figure 28 a). 
Comme  est négligeable devant r, on obtient : l
r2a l=           Equation 18 
Une telle simplification a déjà été adoptée par Lorthois et al. (2001) pour des billes de latex 
fonctionnalisées par de la fibrine (Lorthois et al., 2001) et plus récemment par Décavé et al. 
(Decave et al., 2005) pour S. cerevisiae. 
Lorsque la rugosité du support est relativement importante, l  est dans ce cas assimilée à la 
rugosité propre du support additionnée à l’épaisseur caractéristique de la couche protéique 
reliant la cellule au support, comme illustré sur la figure 28 b). 
B-Forces et moments hydrodynamiques 
Dans le cas idéal d’une particule sphérique isolée, en contact avec une plaque, et soumise à un 
écoulement linéairement cisaillé, la traînée (T), le couple hydrodynamique appliqué au centre 
de la sphère ( ) et la portance (P) ont été calculés par O’Neill (1968) et Krishnan et 
Leighton (1995) : 
0Γ
T = 32  τ2r p i           Equation 19 
0Γ = 11,9  τ3r p            Equation 20 j
P = 9,257  τ2r p Rep k          Equation 21 
Dans cette expression, Rep représente le nombre de Reynolds particulaire donné par : 
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Figure 28 : représentation schématique des forces et moments hydrodynamiques et de la force 
d’adhésion s’exerçant sur une levure adhérant à un support plan. 
 
T : traînée; P : portance et : couple hydrodynamique appliqué au centre de la sphère, F0Γ ad : 
force d’adhésion, r est le rayon de la cellule, a le rayon de l’aire de contact, α définit la 
direction de la force d’adhésion et :  
 
en a)  l’épaisseur caractéristique de la couche protéique reliant la cellule au support.  l
 
en b)  est la rugosité du support d’adhésion additionnée à l’épaisseur caractéristique de la 
couche protéique reliant la cellule au support. 
l
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νμ
τ=ν=
p
p
²rr).r(uRe          Equation 22 
où ν est la viscosité cinématique et u(r) la vitesse de l’écoulement cisaillé à la distance r de la 
paroi, en l’absence de levure. Le rayon de la levure (r) étant négligeable devant la hauteur du 
canal d’écoulement (h), la vitesse d’écoulement est linéaire à proximité du support. Le terme 
u(r) peut donc être remplacé par l’expression μ
τpr , où µ est la viscosité dynamique. 
 
Dans le cas d’un écoulement laminaire dans un canal, au fond duquel sont déposées un grand 
nombre de levures, les équations 19, 20 et 21 restent toujours valables à moins de 1% près si 
le rapport du rayon de la levure (r) sur l’épaisseur du canal est inférieur à 1/15 et si la distance 
entre les levures est supérieure ou égale à 3r (Brooks and Tozeren, 1996). C’est le cas dans 
notre étude. 
 
De plus, quel que soit le débit appliqué, l’écoulement est laminaire puisque le nombre de 
Reynolds (Reh), basé sur la demi-hauteur du canal et le débit appliqué, reste petit devant  
1000. De plus, la longueur de la région d’entrée est faible devant la longueur du canal 
rectangulaire. 
Rep est petit donc dans ces conditions, les forces et moments hydrodynamiques agissant sur 
une levure individuelle préalablement adhérée sur le fond du canal d’écoulement peuvent être 
calculés à l’aide des équations 20, 21 et 22. En outre, l’effet de la portance sur le détachement 
peut être négligé (Lorthois et al., 2001).   
C-Bilan des forces 
Les équations d’équilibre mécanique des forces et moments projetés selon les directions i et j 
respectivement, conduisent à (voir figure 28) : 
[ ] 0i.TFad =+            Equation 23 
[ 0j.rT p0ad =+Γ+Γ ]          Equation 24 
d’après les équations 19, 20, et 21 on a donc : 
pad ²r0,32cosF τ=α         Equation 25 
p3ad r9,43sinaF τ=α         Equation 26 
En éliminant α, on obtient : 
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Figure 29 : positions successives d’une particule détachée par a) roulement, b) glissement, c) 
soulèvement. 
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l
r9641024²r
Fad
p
+
=τ         Equation 27 
Ainsi, la valeur de la force d’adhésion peut être déterminée d’après la mesure expérimentale  
de la contrainte nécessaire pour détacher 50% des levures initialement adhérés (τp50%) à l’aide 
de cette équation : 
l
r9641024²rF %50pad +τ=        Equation 28 
II-Mécanisme de détachement 
Une particule sphérique adhérant à un support plan, sous l’action d’un écoulement cisaillé, est 
soumise à des efforts de traînée, portance et couple (voir section B de ce chapitre) 
susceptibles de la détacher. Selon l’importance respective de ces efforts, le mécanisme de 
détachement peut être le glissement, le roulement et/ou le soulèvement de la particule (figure 
29). Notons tout d’abord qu’une levure soumise à un écoulement cisaillé laminaire, dans les 
conditions de notre expérience, ne peut être entraînée par soulèvement puisque la force de 
portance est toujours négligeable par rapport aux autres efforts hydrodynamiques (Lorthois et 
al., 2001). Compte tenu de la taille de la levure, il est très difficile voire impossible 
d’identifier expérimentalement son mécanisme de détachement. Certains auteurs ont montré 
théoriquement que, en supposant que le contact entre la particule et le support suit une loi de 
frottement sec (Gie, 1964), le mécanisme de détachement par roulement est d’autant plus 
probable que le rayon de la particule est grand (Elzo, 1994, Lorthois, 1999). Cependant la 
taille caractéristique associée au roulement n’a pas été déterminée puisqu’elle dépend des 
valeurs respectives des coefficients de frottement de glissement et de roulement de la particule 
en contact avec le support. Le modèle proposé dans cette thèse ne fait pas d’hypothèse a 
priori sur le mécanisme de détachement de la levure (glissement, roulement, ou probablement 
les deux), l’équation 12 est donc valable quel que soit le mécanisme de détachement, mais ne 
permet pas de conclure directement sur le mécanisme. 
 
En revanche, α tend vers π/2 quand le détachement se fait uniquement par roulement et vers 0 
quand il se fait par glissement (Lorthois et al., 2001). En utilisant les équations 26 et 27, on 
obtient : 
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Tableau 24 : valeurs des forces d’adhésion (nN) sur les différents supports pour l’ensemble 
des souches testées, les diamètres moyens (µm) sont également indiqués.  
 
 Type I 
réhydratée 
 
Type II 
réhydratée 
Type I 
cultivée 
 
BY4741 K1M-VR 
Polypropylène 79 ± 57 41 ± 39 3 ± 6 0,4 ± 0,3 7 ± 2 
Polystyrène 173 ± 103 55 ± 44 11 ± 10 6 ± 4 12 ± 10 
Acier inoxydable > 122 > 122 > 131 > 146 > 81 
Verre 7 ± 4 13 ± 9 0,3 ± 0,2 0,8 ± 0,5 0,3 ± 0,1 
Diamètre moyen (µm) 5,3 ± 1,0 5,3±1,0 7,9 ± 1,1 5,2 ± 1,0 4,5± 0,7 
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 r03,1sin
cos l=αα         Equation 29 
l  étant petit devant r, α est proche de π/2 ; le détachement de la levure est donc 
principalement contrôlé par un phénomène de roulement. 
III-Epaisseur de la couche de protéines en surface de la levure 
Afin de modéliser la force d’adhésion levure/support, il est nécessaire de connaître l’épaisseur 
( ) de la couche protéique reliant la cellule au support. Nous avons vu que de nombreuses 
publications soulignent l’implication des mannoprotéines dans l’adhésion des levures. Zlotnik 
et ses collaborateurs (Zlotnik et al., 1984) ont réalisé une étude pionnière sur le rôle des 
mannoprotéines dans les propriétés de la paroi cellulaire. A l’aide du MEB, ils ont mis en 
évidence la présence d’une couche de protéines à la surface cellulaire, dont l’épaisseur peut 
être estimée à 25,0 ± 2,5 nm. C’est la valeur qui a été retenue pour l  sur les supports de 
polystyrène et de verre, pour lesquels la rugosité (5 nm et 0,4 nm, respectivement) reste faible, 
vérifiant ainsi les conditions imposées par le modèle théorique énoncé ci-dessus.  
l
En revanche, sur l’acier inoxydable et le polypropylène, la valeur qui a été retenue pour  est 
celle de la rugosité de ces supports d’adhésion, soit 30 nm et 90 nm, respectivement, 
additionnée à l’épaisseur de la couche de protéines à la surface cellulaire. 
l
IV-Quantification des forces d’adhésion 
Les valeurs de forces d’adhésion (nN) sont présentées dans le tableau 24.  
Pour l’ensemble des souches sur l’acier inoxydable, la force d’adhésion n’est pour l’instant 
pas quantifiable. Pour les souches cultivées (type I, BY 4741 et K1M-VR), sur verre, la force 
d’adhésion est inférieure à 1 nN. Sur les polymères, cette force est variable mais reste 
inférieure à 15 nN. Il faut noter que, pour les levures de type I et II réhydratées le niveau de 
force est supérieur. Par exemple, dans le cas des polymères, la valeur de la force d’adhésion 
oscille plutôt entre 40 et 170 nN. 
 
Nous avons vu, en comparant les profils de détachement des différentes souches de levures 
testées, que certains comportement pouvaient paraître éloignés. Ainsi, la levure de type I 
cultivée semblait se détacher des différents supports plus facilement. On constate ici qu’en 
prenant en compte la taille des levures, cette différence est minimisée.  
 
Les niveaux de force obtenus, sur polymères et sur verre avec les souches cultivées, 
correspondent à des interactions physico-chimiques non spécifiques (interactions de Lifshitz-
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van der Waals et acide/base de Lewis) et sont situées dans la gamme de forces (entre 1 et 50 
nN) fréquemment mesurée par AFM.  
Ainsi, Emerson et Camesano (2004) ont étudié l’adhésion de levures C. parapsilosis 
immobilisées sur un cantilever à du silicone, caractérisé par ailleurs comme support 
hydrophobe (Gallardo-Moreno et al., 2004; Cao et al., 2006). Les auteurs ont mesuré des 
forces attractives de 4,30 ± 0,25 nN, proches des valeurs obtenues dans notre travail sur les 
polymères. Bowen et al. (2001) reportent une force d’adhésion de 46,6 ± 20,8 nN entre 
S. cerevisiae et une surface de mica modifiée par ajout de méthylsilane hydrophobe. Sur la 
surface contrôle, la force d’adhésion mesurée est plus faible puisqu’elle vaut alors 10,2 ± 9,0 
nN. La force d’adhésion trouvée par ces auteurs sur le support hydrophobe est donc 
sensiblement différente de celle calculée à l’aide de notre modèle. Ceci peut s’expliquer en 
partie par les différences existant entre les deux études, notamment au niveau des conditions 
expérimentales. Ces auteurs ont, en effet, travaillé sur des cellules en phase exponentielle de 
croissance, alors que nous avons considéré des levures prélevées en phase stationnaire. Or, 
l’influence de la phase de croissance sur l’adhésion a été mentionnée par ces mêmes auteurs 
(Bowen et al., 2001). De plus, Vadillo-Rodriguez et al. (2005) insistent sur le fait que, dans le 
cas de l’AFM, le mode d’approche des levures vers la surface est « forcé ». Cette étape peut 
avoir des conséquences sur les interactions qui se mettront en place par la suite entre la 
surface cellulaire et le support d’adhésion (Vadillo-Rodriguez et al., 2005). 
Conclusion  
Ce travail de modélisation est basé sur l’hypothèse de l’implication de la couche protéique 
dans la liaison au support. L’épaisseur de la couche protéique considérée ici (25 nm) est une 
valeur globale qui prend en compte l’ensemble des protéines de la surface de la levure i.e. 
celles qui jouent effectivement un rôle et celles qui ne sont peut être pas impliquées dans les 
interactions. 
Toutefois, les niveaux de forces quantifiés sont cohérents avec la littérature où la mesure de 
force est principalement réalisée par AFM.  
Cette modélisation s’inscrit dans une optique d’amélioration de l’hygiène des procédés 
principalement parce qu’elle nous permet de connaître le niveau de force à appliquer, lors 
d’une procédure de nettoyage en place, afin de rompre la (les) liaison(s) existante(s) entre la 
levure et le support considéré. Ces niveaux de forces sont relativement importants et il peut 
être nécessaire de les abaisser, soit par voie hydrodynamique en générant un écoulement 
diphasique gaz/liquide (Gomez-Suarez et al., 2001), soit par voie physico-chimique en 
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additionnant l’eau de rinçage d’un détergent et/ou d’un tensio-actif. Quoiqu’il en soit, les 
procédures de nettoyage en place restent coûteuses en temps et en énergie. Il peut être 
intéressant de les minimiser en élaborant des surfaces anti-adhésives. Ceci fait l’objet du 
prochain chapitre.  
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Tableau 25 : influence de l’autoclavage. Angles de contact et écarts-type (degrés), 
composantes d’énergie de surface (mJ/m²) de Lifshitz-van der Waals ( ), polaires ( , ) 
et énergie de surface totale (
LW
Sγ +γS −γS
Sγ Total) de l’acier inoxydable.  
 
Angles de contact (degrés) Energie de surface (mJ/m²)  
LW
Sγ  γS+ γS- γSTotalθdiiodométhane θformamideθeau 
Acier inoxydable témoin 84,1 3.2 ± 39,6 ± 1,3 67,4 ± 1,9 39,8 ± 0,7 0,3 0,4 ± 6,9 3,8 ± 42,7 ± 3,1
Acier inoxydable après autoclavage 60,9 0,5 ± 37,9 ± 1,1 53,3 ± 1,4 40,7 ± 0,5 0,03 0,1 ± 24,8 1,9± 42,2 ± 1,2
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CHAPITRE V : MODIFICATION DE LA SURFACE D’ACIER 
INOXYDABLE –  
MISE AU POINT DE SURFACES ANTI-ADHESIVES 
Introduction 
Nous avons, au cours de cette étude, démontré la spécificité de l’acier inoxydable vis-à-vis 
d’autres surfaces « contrôle » (verre, polymères), spécificité qui se traduit par une adhésion 
marquée dans la gamme opératoire testée (contrainte de cisaillement appliquée entre 0 et 100 
Pa). La suite de l’étude a donc été consacrée à limiter l’adhésion des levures sur l’acier 
inoxydable en tirant profit des avancées réalisées dans la compréhension des phénomènes 
observés, à savoir le rôle des protéines de surface. Dans cette optique, plusieurs approches ont 
été développées de manière successive : 
(i) la modification de l’énergie de surface de l’acier inoxydable 316 L ; 
(ii) la modification de la nature de l’acier (304 L) ; 
(iii) l’adsorption d’une enzyme protéolytique ; 
(iv) le dépôt d’un film polymère avec inclusion d’argent par procédé plasma, 
afin de pouvoir, à terme, définir la surface anti-adhésive la plus adéquate à la problématique 
posée. 
I-Modification de l’énergie de surface de l’acier inoxydable 
A-Autoclavage 
Il est admis que la stérilisation de l’acier inoxydable par autoclavage permet d’augmenter le 
caractère hydrophile de ce matériau. Les mesures d’angles de contact et les valeurs d’énergie 
de surface associées, avant et après autoclavage, sont présentées dans le tableau 25. 
Après autoclavage, l’ensemble des composantes d’énergie de surface reste identique à celles 
de l’acier inoxydable natif, hormis la composante basique qui est fortement augmentée. En 
effet, cette dernière passe de 6,9 3,8 mJ/m² pour l’acier témoin à 24,8 1,9 mJ/m² pour 
l’acier après autoclavage. Le caractère hydrophile se trouve bien accentué. 
± ±
Cependant, cette modification de la physico-chimie de surface n’a aucune conséquence sur 
l’adhésion des levures BY 4741 prélevées en phase stationnaire de croissance puisqu’aucun 
détachement n’est observé, même à la contrainte maximale de 100 Pa (profil non représenté). 
Comme démontré précédemment, l’adhésion des levures à l’acier inoxydable ne peut 
s’expliquer par ses propriétés de surface macroscopiques. 
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Tableau 26 : influence du conditionnement. Angles de contact et écarts-type (degrés), 
composantes d’énergie de surface (mJ/m²) de Lifshitz-van der Waals ( ), polaires ( , ) 
et énergie de surface totale (
LW
Sγ +γS −γS
Sγ Total) de l’acier inoxydable.  
 
Angles de contact (degrés) Energie de surface (mJ/m²)  
LW
Sγ  γS+ γS- γSTotalθdiiodométhane θformamideθeau 
Acier inoxydable 84,1 ± 3.2 39,6 ± 1,3 67,4 ± 1,9 39,8 ± 0,7 0,3 0,4 ± 6,9 ± 3,8 42,7 ± 3,1
Acier inoxydable après conditionnement 47,6 ± 2,1 32,3 ± 4,5 37,3 ± 2,4 43,2 ± 2,0 0,17 0,3 ± 31,1 ± 4,7 47,8 ± 4,4
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B-Conditionnement 
Dans ce travail, le choix d’utiliser des plaques d’acier « neuves » pour chaque expérience a 
été fait. Or, dans l’industrie agroalimentaire, les équipements sont soumis à une mise en 
contact, répétée et séquentielle, avec les aliments et les détergents. Cette procédure de 
conditionnement a été reproduite au laboratoire en adaptant les milieux et réactifs à notre 
problématique. Elle a donc consisté en une succession de 20 cycles, d’1h chacun, 
d’immersion dans le milieu YPD stérile suivie d’un nettoyage par le mélange acétone/éthanol.  
Les mesures d’angles de contact et les valeurs d’énergie de surface obtenues pour les plaques 
ainsi conditionnées sont présentées dans le tableau 26. 
L’ensemble des composantes d’énergie de surface reste identique à celles de l’acier 
inoxydable témoin, hormis la composante basique qui augmente fortement et atteint 31,1 ± 4,7 
mJ/m² contre 6,9 ± 3,8 mJ/m² pour l’acier témoin.  
Comme obtenu précédemment dans le cas de l’autoclavage de l’acier inoxydable, son 
conditionnement préalable et l’augmentation résultante de son hydrophilie de surface n’ont 
aucun effet sur l’adhésion de la levure, le profil restant identique à celui obtenu avec l’acier 
témoin (profil non représenté). 
II-Influence de la présence de molybdène dans l’acier 
Dans leur étude relative à l’adhésion de streptocoques, Flint et ses collaborateurs (Flint et al., 
2000) ont montré une adhésion préférentielle à de l’acier inoxydable et au zinc plutôt qu’à 
d’autres surfaces métalliques et au verre. Ils ont également montré que dix fois plus de 
bactéries adhèrent à l’acier 316L qu’au 304L. Les auteurs ont attribué cette différence à la 
présence de molybdène dans l’acier 316L. Selon eux, le molybdène pourrait influencer la 
structure et la composition du film passif à la surface de l’acier inoxydable et donc jouer sur 
l’adhésion. De la même façon, Percival (1999) observe des écarts entre l’adhésion de 
bactéries à l’acier 304L et celle à l’acier 316L, expliquées par des variations de la rugosité et 
la présence d’ions molybdène dans la composition du support.  
Sur la base de ces résultats, nous avons décidé de nous intéresser à l’influence du molybdène 
sur l’adhésion en réalisant des expériences de détachement des levures BY 4741 prélevées en 
phase stationnaire de croissance sur un acier inoxydable 304L ayant subi le même polissage 
miroir et le même nettoyage chimique que l’acier 316L. La rugosité moyenne de l’acier 
inoxydable 304L (6 nm) est toutefois légèrement plus faible que celle de l’acier inoxydable 
316L (30 nm). 
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Tableau 27 : Angles de contact et écarts-type (degrés), composantes d’énergie de surface 
(mJ/m²) de van der Waals ( ), polaires ( , ), énergie de surface totale (LWSγ +γS −γS Sγ Total) et 
rugosité de l’acier inoxydable 316L et 304L.  
 
Angles de contact (degrés) Energie de surface (mJ/m²)  
LW
Sγ  γS+ γS- γSTotalθeau θdiiodométhane θformamide 
Acier inoxydable 316L 84,1 3.2 ± 39,6 ± 1,3 67,4 ± 1,9 39,8 ± 0,7 0,3 0,4 ± 6,9 3,8 ± 42,7 ± 3,1
Acier inoxydable 304L 72,8 2,0 ± 35,3 ± 3,4 57,5 ± 2,1 41,9 ± 1,6 0,04 0,2 ± 12,5 3,6± 43,2 ± 3,1
 
Rugosité (nm) 
Ra 
Acier inoxydable 316L 30,0 
Acier inoxydable 304L 6,0 
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Les propriétés de surface macroscopiques de cet acier étant proches de celles de l’acier 316L, 
excepté une composante basique sensiblement plus élevée (voir dans le tableau 27), une 
éventuelle diminution de l’adhésion des levures sur acier 304L ne pourrait être expliquée que 
par l’absence de molybdène dans sa couche passive. Or, aucun détachement n’a été observé 
(profil non représenté). Le molybdène ne semble donc pas être impliqué dans la liaison entre 
les protéines de surface des levures et l’acier inoxydable.  
III-Mise au point de surfaces anti-adhésives 
A-Moyens actuels de lutte contre les biofilms 
La prévention de la formation de biofilms est un domaine de recherche à part entière et en 
plein essor. 
 1)Exemple du milieu marin 
En vue de contrôler le développement des salissures marines présentes sur les coques de 
navire, des peintures antisalissures ont été mises au point et sont largement exploitées depuis 
de nombreuses années. La plupart contiennent un produit biocide qui est défini comme toute 
substance active ou préparation destinée à détruire, repousser ou rendre inoffensifs les 
organismes nuisibles par une action chimique ou biologique (directive européenne 98/8/CE). 
Les substances actives des peintures antisalissures sont des composés organométalliques (à 
base d’étain ou de cuivre) ou des composés organiques (fongicides, bactéricides, algicides) 
qui préviennent l’adhésion des salissures marines par leur activité toxique. Le principe repose 
sur la libération contrôlée de la substance active à l’interface entre la surface et l’eau de mer.  
Le principal problème est la persistance dans l’environnement des métaux et composés 
organiques relargués et leur toxicité sur la faune et la flore aquatiques. L’une des voies de 
recherche actuelles est l’introduction de composés organiques naturels au sein des peintures 
antisalissures. En effet, certains organismes marins ne présentent pas de salissures à leur 
surface (algues, éponges, coraux, dauphins), ils produisent donc des molécules antisalissures. 
Ces composés naturels sont supposés être biodégradables.  
2)Autres approches 
Il a été observé que la formation d’un biofilm est précédée par une étape d’adsorption de 
molécules organiques permettant l’établissement du film primaire. Des études ont été menées 
quant à l’influence de diverses molécules organiques sur l’adhésion des microorganismes. 
Ainsi, dans le domaine des matériaux à usage médical, l’effet d’un conditionnement à l’aide 
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de protéines (albumine, héparine, caséine) a été étudié. Ce conditionnement initial peut 
augmenter ou inhiber l’adhésion des microorganismes pathogènes (An et al., 2000).  
Cette voie a également été exploitée dans le domaine de l’agroalimentaire, où le 
conditionnement de surface par des protéines du lait peut diminuer l’adhésion de 
microorganismes (Barnes et al., 1999; Parkar et al., 2001). Des recherches sont également 
menées sur les polymères capables de former un film biocompatible, tels le 
polyéthylèneglycol (PEG). Il est connu pour prévenir l’adhésion de bactéries et l’adsorption 
de protéines notamment sur les biomatériaux (Harris, 1992).  
3)Utilisation d’enzymes 
L’utilisation d’enzymes est une stratégie alternative à l’utilisation de composés chimiques 
présentant une toxicité, cette voie répond ainsi aux exigences actuelles du consommateur 
(Knowles et Roller, 2001). L’incorporation d’enzymes dans des solutions de lavage contre les 
biofilms a fait l’objet de différentes études et de nombreux brevets ont été publiés, comme en 
témoigne l’analyse exhaustive des travaux existant dans le domaine réalisée par Leroy (Leroy, 
2006). 
En revanche, peu d’études sont menées sur l’adsorption d’enzymes. Cette voie semble 
prometteuse car les enzymes permettraient d’intervenir directement sur les molécules 
organiques impliquées dans l’adhésion des microorganismes sur les surfaces. Elles pourraient 
dégrader à la fois les molécules organiques adsorbées dans les tous premiers temps (film 
primaire), les molécules membranaires ou pariétales impliquées dans l’adhésion initiale 
(adhésines), et/ou les substances polymériques de la matrice extracellulaire. Leroy (2006) a 
ainsi démontré le réel potentiel anti-salissures de préparations enzymatiques de type hydrolase 
(protéases, glycosidases et lipases) sur la prévention de la formation d’un biofilm bactérien en 
milieu marin. La meilleure efficacité a été obtenue dans le cas des protéases (subtilisine 
principalement). 
Nous nous sommes donc intéressés à appliquer ce mode de prévention du biofilm, la première 
étape étant le choix de l’enzyme à adsorber sur l’acier inoxydable. 
 
 
 - 162 -  
Résultats et Discussion  Mise au point de surfaces anti-adhésives 
 
 
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1
0 10 20
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1
0 10 20
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1
0 5 10 15
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1
0 10 20
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1
0 10 20
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1
0 10 2
U
A 4
50
nm
0
U
A 4
50
nm
a b c
d e f
vi : 0,005
r² : 0,9787
vi : 0,018
r² : 0,9970
vi : 0,039
r² : 0,9948
vi : 0,057
r² : 0,9952
vi : 0,087
r² : 0,9904
vi : 0,108
r² : 0,9874
U
A 4
50
nm
U
A 4
50
nm
Temps (min) 
 
 
Figure 30 : cinétique enzymatique mesurant l’apparition du produit en UA450nm par unité de 
temps (minutes) en présence de papaïne concentrée à (a) 1 g/L, (b) 2,5 g/L, (c) 5 g/L, (d) 7,5 
g/L, (e) 10 g/L, (f) 15 g/L. vi : vitesses initiales en UP et r² coefficient de corrélation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 31 : vitesse initiale de la réaction enzymatique de la papaïne en présence d’azocaséine 
en fonction de la concentration en enzymes (g/L).  
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B-Adsorption de la papaïne sur l’acier inoxydable 
Nous avons mis en évidence que l’adhésion des levures à l’acier inoxydable est régie par une 
interaction forte entre les protéines de surface de la levure et l’oxyde métallique. Afin 
d’empêcher la formation de cette liaison, nous avons choisi d’adsorber, de manière préalable, 
une protéase, la papaïne, sur l’acier inoxydable. L’effet de cette adsorption sur l’adhésion des 
levures a ensuite été évalué. Nous avons choisi la papaïne sur la base des travaux de Leroy 
(2006) qui a montré que cette protéase est efficace mais toutefois moins que la subtilisine. 
Nous l’avons retenue malgré tout car cette enzyme présente un large spectre, un pH (pH=6-7) 
et une température (25 °C) optimales proches de nos conditions opératoires. 
1)Activité protéase 
Nous avons choisi de caractériser l’activité protéase par le test à l’azocaséine (Tomarelli et al., 
1949). La figure 30 représente, pour différentes concentrations de papaïne, les cinétiques 
enzymatiques mesurant l’apparition de peptides au cours du temps. La pente de chaque droite 
correspondant à la vitesse initiale est exprimée en unités d’absorbance (UA) par minute, 
correspondant à l’unité d’activité protéase ou UP. Si l’on reporte ces vitesses initiales en 
fonction de la concentration en enzyme, on obtient l’activité spécifique de l’enzyme, 
correspondant à pente de la droite figurant sur la figure 31, de 38,2 U/g. 
2)Vérification de l’efficacité de l’adsorption 
La plaque d’acier inoxydable AISI 316 L est mise en contact avec la solution de papaïne à 
100 g/L pendant une nuit sous agitation à température ambiante. Une cinétique enzymatique 
mesurant l’apparition de peptides au cours du temps est réalisée, sur cette solution, avant et 
après incubation avec la plaque d’acier. 
La vitesse initiale avant incubation est de 0,768 UA/min et après incubation elle n’est plus 
que de 0,391 UA/min. Connaissant l’activité spécifique de l’enzyme (38,2 U/g), on peut 
remonter à la concentration d’enzyme présente avant et après incubation qui est, 
respectivement, de 100 g/L (soit exactement la concentration théorique initialement 
introduite) et 51 g/L. Ceci témoigne d’une adsorption significative de la papaïne de l’ordre de 
50 %. Toutefois, il n’a pas été possible de vérifier son activité une fois adsorbée sur le support 
et de détecter une éventuelle dénaturation. En effet, certains auteurs ont mis en évidence une 
perte d’activité enzymatique consécutive à l’adsorption de l’enzyme sur une surface solide 
(Minier et al., 2005). 
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Tableau 28 : angles de contact avec l’eau et écarts-type (degrés) pour une plaque d’acier 
inoxydable AISI 316L et la même plaque  ayant subi une adsorption de papaïne. 
 
 θeau (degrés) 
Acier inoxydable 316 L 84,1 ± 3,2 
Acier avec papaïne adsorbée 33,3 ± 7,3 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 29 : angles de contact avec l’eau et écarts-type (degrés) pour une plaque d’acier 
inoxydable AISI 316L ayant été soumise à des paliers de circulation de fluide en chambre à 
écoulement cisaillé. 
θeau (degrés) Contrainte (Pa)
0,3 57,6 ± 14,8 
1,5 50,8 ± 19,0 
22,5 46,2 ± 21,6 
93,1 47,5 ± 13,7 
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3)Conséquences de l’adsorption de papaïne sur les propriétés de 
surface de l’acier inoxydable 
Après incubation avec la solution de papaïne, la modification des propriétés physico-
chimiques de l’acier inoxydable a été évaluée par la mesure de l’angle de contact avec l’eau. 
Les résultats sont présentés dans le tableau 28. L’angle de contact est nettement moins 
important sur la plaque ayant subi l’adsorption d’enzyme (33,3 ± 7,3 ° contre 84,1 3,2 ° sur 
la plaque vierge). Ceci témoigne d’une hydrophilie de surface beaucoup plus marquée, qui 
confirme une adsorption enzymatique significative. L’écart type important sur la valeur de 
l’angle s’explique par une adsorption non homogène, visible à l’œil nu et caractérisée sur la 
plaque d’acier par des zones où « l’effet miroir » du polissage est maintenu et d’autres où un 
film protéique masque cet effet.  
±
Nous avons ensuite vérifié que la circulation de liquide, nécessaire pour les essais de 
détachement ultérieurs, ne conduit pas à une désorption de l’enzyme. La plaque a donc été 
montée en chambre à écoulement, soumise à quatre paliers de contraintes de cisaillement, 
avec, pour chaque palier, une mesure de l’angle de contact avec l’eau. Les résultats sont 
présentés dans le tableau 29. La valeur de l’angle de contact se situe aux alentours de 50°. 
Cette augmentation, par rapport à l’angle mesuré directement après adsorption, peut être due à 
une resolubilisation partielle de l’enzyme lors du remplissage de la chambre et/ou lors de la 
circulation du fluide. Il faut souligner que, malgré l’augmentation de la contrainte, la valeur 
de l’angle avec l’eau reste stable, ce qui traduit la persistance d’une couche fortement 
adsorbée, peu sensible à l’écoulement. 
4)Conséquences de l’adsorption de papaïne sur l’adhésion des 
levures 
Le profil de détachement obtenu pour les levures BY 4741 préalablement adhérées sur une 
plaque d’acier inoxydable avec papaïne adsorbée est présenté sur la figure 32. Le détachement 
des levures a lieu dès la plus faible contrainte de cisaillement appliquée. L’enzyme est donc 
capable d’inhiber totalement l’adhésion des levures BY4741 sur l’acier inoxydable. 
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Figure 32 : profil de détachement obtenu pour les levures BY 4741 préalablement adhérées 
sur une plaque d’acier inoxydable avec papaïne adsorbée. 
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Figure 33 : cinétique enzymatique mesurant l’apparition du produit en UA450nm par unité de 
temps (minutes) en présence de papaïne inactivée de concentration (a) 2,5 g/L, (b) 5 g/L, (c) 
10 g/L, (d) 15 g/L. 
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5)S’agit-il d’un effet enzymatique réel ou d’un effet simplement 
protéique ? 
Afin de vérifier si cette inhibition de l’adhésion est due à une réelle hydrolyse des liaisons 
levures/acier ou à un « masquage » des sites potentiels de liaison par l’enzyme (soit par 
simple effet de film conditionnant), nous avons étudié le détachement des levures d’une 
plaque d’acier inoxydable sur laquelle la papaïne au préalable inactivée par la chaleur, avait 
été adsorbée, en reprenant le protocole adopté par Leroy (2006). La mesure de l’activité 
enzymatique, pour différentes concentrations d’enzymes, a été réalisée afin de vérifier que 
l’inactivation thermique avait bien été effective. Les résultats sont présentés sur la figure 33. 
Les vitesses initiales nulles attestent d’une activité enzymatique altérée de manière totale. 
Le profil de détachement des levures sur ce type de plaque est identique à celui obtenu 
lorsque la papaïne était active (profil non représenté). L’inhibition de l’adhésion semble 
davantage être due à un effet de « coating » protéique, c’est-à-dire à un masquage des sites de 
liaison par établissement d’un film conditionnant. 
Une ultime vérification a été réalisée en étudiant le détachement des levures d’une plaque 
d’acier inoxydable sur laquelle de la BSA, protéine sans aucune activité enzymatique, avait 
été préalablement adsorbée. L’adhésion a été de nouveau complètement inhibée (profil non 
représenté), confirmant l’effet « coating » au détriment de l’effet enzymatique. 
C-Dépôt d’un film polymère avec inclusions d’argent par procédé 
plasma 
Les propriétés antimicrobiennes de l’argent sont connues et exploitées depuis 1000 avant JC 
(Russell et Hugo, 1994). Depuis 1967, il est utilisé comme antiseptique dans le traitement des 
brûlures chez l’homme (Fox, 1968). Il sert également à la désinfection de l’eau potable et de 
celle des piscines (Hurst, 1991).  
Il a également été incorporé dans les peintures anti-salissures (Rogers et al., 1995). L’argent 
est utilisé en industrie agroalimentaire pour maintenir la pureté des aliments et ne pas leur 
transmettre de goût métallique ; des équipements en argent sont également utilisés pour la 
manipulation des huiles essentielles, sirops et jus de fruits (Smith et Zysk, 1987). L’intérieur 
des réfrigérateurs et des machines à laver de la marque Samsung est également constitué d’un 
matériau portant des inclusions d’argent (http://www.samsung.com/ph/silvernano/). 
Le mode d’action antimicrobien de l’argent, lorsqu’il est en solution, n’est pas encore 
clairement élucidé. La majorité des études reportées dans la littérature concernent le domaine 
médical. L’hypothèse la plus probable concerne la liaison de l’argent aux groupements thiols 
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(-SH, électrons donneurs) des molécules biologiques présentes sur les microorganismes (Liau 
et al., 1997; Chaw et al., 2005), inhibant ainsi leurs activités (Feng et al., 2000). L’action 
antimicrobienne de l’argent est retrouvée pour des concentrations minimes (Chaw et al., 
2005) pour lesquelles la toxicité chez l’homme est faible (Agency for Toxic Substances 
Disease Registry, 1990).  
Lorsque l’argent est inclus dans des supports à des fins anti-adhésives, l’adhésion observée est 
effectivement moins importante. Ainsi, Hjelm et ses collaborateurs (Hjelm et al., 2002) se 
sont intéressés à l’adhésion de Shewanella putrefaciens sur de l’acier AISI 316 et des surfaces 
d’argent. Ces auteurs observent une adhésion moindre sur les surfaces d’argent, laquelle 
adhésion se trouve d’autant plus réduite que le support est oxydé. D’après ces auteurs, sur ce 
type de surface, le relargage d’argent est plus important. La même efficacité a été retrouvée 
par  Furno et al., (2004) concernant l’adhésion de Staphylococcus epidermidis sur des disques 
polymériques imprégnés d’argent. 
  
Pour toutes ces raisons, nous avons décidé de nous intéresser à l’effet de supports en acier 
inoxydable recouverts d’argent vis-à-vis de la réduction du nombre de levures adhérantes. A 
terme, à condition de garantir à la fois efficacité et sécurité alimentaire, ce nouveau support 
pourrait remplacer l’acier inoxydable dans des zones difficilement accessibles au nettoyage. 
Pour mener à bien ce projet, nous nous sommes tournés vers les potentialités des procédés 
plasma, en collaboration avec le Laboratoire de Génie Electrique de Toulouse, qui maîtrise 
ces procédés depuis plus de vingt ans (Despax et Flouttard, 1989; Despax et al., 1990). Ces 
procédés sont déjà utilisés à des fins de modification des propriétés de surface de supports en 
vue de réduire l’adhésion. Ainsi, dans le domaine des implants médicaux et des emballages 
alimentaires, des surfaces hydrophiles sont créées (Legeay et al., 2006). Des surfaces d’acier 
inoxydable peuvent être rendues hydrophiles par un procédé plasma utilisant azote et 
dioxygène comme gaz réactifs (Kim et al., 2002). 
 
Les avantages des procédés plasma sont nombreux comparativement aux procédés chimiques 
en phase liquide. Ils utilisent de faibles quantités de précurseurs et minimisent les rejets dans 
l’environnement. De plus, la quantité d’atomes d’argent inclus dans le film est totalement 
contrôlée au cours du procédé par la gestion des paramètres opératoires. La faible réactivité de 
l’acier inoxydable, soulignée par Santos et al. (2004), a été l’un des verrous technologiques et 
méthodologiques à lever. 
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Tableau 30 : angles de contact avec l’eau et écarts-type (degrés) de l’acier inoxydable 316L et 
de l’acier recouvert du film de « nanoclusters » d’argent inclus dans la matrice polymère.  
 
 θeau (degrés) 
 avant utilisation 
après expériences  
de détachement 
Acier inoxydable 316 L 84,1 ± 3,2 ~ 84 
Film polymère + inclusions d’argent  ~ 90 57,5 2,5 ±
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 31: concentrations atomiques (%) du film de « nanoclusters » d’argent inclus dans la 
matrice polymère.  
 
O  O  O  C  C  Si/Ag Ag Si  (530,1 eV) (531,5 eV) (532,9 eV) (285 eV) (287,9 eV) 
Film neuf 28,8 11,2 0,7 4,0 16,9 33,2 5,2 0,4 
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Dans ce cadre, la première surface réalisée était basée sur le dépôt d’argent pur en couche 
mince d’épaisseur nanométrique. Malgré son efficacité sur la réduction de l’adhésion des 
levures (résultats non montrés), sa faible résistance mécanique associée à une mauvaise 
adhérence à l’acier nous a amené à changer de stratégie expérimentale et à concevoir des 
films de « nanoclusters » d’argent inclus dans une matrice polymère dont l’épaisseur peut être 
estimée à une centaine de nanomètres. Les résultats présentés ci-dessous concernent ce type 
de film. 
1)Conséquences en terme d’énergie de surface  
Les mesures d’angle de contact avec l’eau sur les plaques d’acier recouverte du film de 
« nanoclusters » d’argent inclus dans la matrice sont présentées dans le tableau 30.  
Par le contrôle des paramètres opératoires, il est possible de moduler la composition de la 
matrice polymère. Nous avons choisi d’ajuster les conditions de manière à créer un film 
polymère avec inclusions d’argent, doté de propriétés physico-chimiques proches de celles de 
l’acier inoxydable natif (angle à l’eau voisin de 90°). Nous pouvons vérifier que l’angle de 
contact avec l’eau sur ce film est proche de celui obtenu sur l’acier inoxydable vierge.  
2)Conséquences en terme de chimie de surface (XPS) 
Les résultats de l’analyse XPS du support d’acier inoxydable recouvert du film est présenté 
dans le tableau 31. 
Nous pouvons voir que le niveau de cœur Ag3d de l’argent présente un pic principal à 368,9 
eV associé à de l’argent métallique. Un léger épaulement est observé à 367,8 eV. Il est associé 
à la présence d’oxyde et/ou de carbonate d’argent et représente 1% environ de la quantité 
totale d’argent (Agoxyde/Agmétal=0,01). 
 
Le niveau de cœur Si2p présente un pic à 102,6 eV associé à de l’oxyde de silicium. Le 
rapport Si/Ag est de 0,4. 
 
Le niveau de cœur O1s de l’oxygène peut être décomposé en trois pics : un premier pic à 
532,9 eV associé à de l’oxygène sous forme SiOx (O/Si=1,5), un pic à 531,5 eV et un pic à 
530,1 eV, correspondant à de l’oxyde et/ou du carbonate d’argent. Le pic à 531,5 eV peut 
aussi être attribué à des hydroxydes (OH-). 
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Figure 34 : profils de détachement obtenus pour les levures BY4741 cultivées préalablement 
adhérées sur acier inoxydable recouvert d’un film polymère avec inclusion d’argent (       ) ou 
sur acier inoxydable recouvert de la matrice seule (        ) dans NaCl 150 mM à pH=5,5. 
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Le niveau de cœur C1s du carbone présente deux pics : un pic à 285,0 eV dû à des liaisons de 
type C-C (une partie de la contribution correspondant à des contaminants hydrocarbonés) et 
un pic à 287,9 eV associé à du carbonate et/ou des liaisons de type C=O.  
 
Sur la base de ces différents résultats et conformément à la composition théorique attendue, 
l’argent dans le dépôt plasma est principalement sous forme métallique et le silicium sous 
forme oxydée (SiO1,5). Le carbone est impliqué principalement dans des liaisons de type C-C. 
Une faible quantité de carbonate d’argent et/ou d’oxyde d’argent est aussi retrouvée sur la 
surface.  
3)Conséquences sur l’adhésion des levures 
Les profils de détachement des levures BY 4741 préalablement adhérées sur le film de 
« nanoclusters » d’argent inclus dans la matrice et sur la matrice polymère seule sont 
présentés sur la figure 34. 
Les essais réalisés démontrent la pertinence de la stratégie choisie. En effet, un détachement  
quasi-total des levures initialement adhérées est observé dès l’application d’une contrainte de 
cisaillement pariétale de 20 Pa alors que, dans le cas de l’acier inoxydable vierge, il faut 
rappeler qu’aucun détachement n’avait pu être mis en évidence et ce, en dépit d’une 
contrainte maximale élevée de l’ordre de 100 Pa.  Ici, la contrainte de cisaillement nécessaire 
pour détacher 50% des individus est de 2,8 ± 1,1 Pa. Il faut toutefois noter que la matrice 
polymère réduit également l’adhésion des levures puisqu’un détachement est ici observé avec 
une valeur de τp50% de 24,2 ± 2,7 Pa. La réduction de l’adhésion de la levure résulte donc de 
l’action combinée du film polymère et de l’argent présent ici sous forme de « clusters » de 
taille nanométrique. 
4)Durée de vie du film  
Nous avons vérifié la tenue mécanique et la durée de vie du film en réalisant de manière 
successive plusieurs expériences de détachement sur la même plaque, relavée avant chaque 
utilisation. Le maintien de l’efficacité atteste que le film a conservé ses propriétés anti-
adhésives vis-à-vis des levures. Nous avons, en parallèle, vérifié ses propriétés de surface par 
la mesure de l’angle avec l’eau à l’issue de cette série d’expériences. Les résultats sont 
présentés dans le tableau 30. 
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Tableau 32 : concentrations atomiques (%) du film de « nanoclusters » d’argent inclus dans la 
matrice polymère après trois utilisations.  
 
 Ag (369,1 eV)
Ag 
(367,2 eV) 
O  
(531,4 eV)
O  
(532,5 eV)
O  
(533,3 eV) 
C  C Si (285,0 eV) (286,9 eV)
Film après  0,8 5,0 14,5 2,9 15,6 20,4 29,2 5,8 trois utilisations 
 
C S N Si/Ag  (288,6 eV)
Film après  3,2 1,0 1,6 trois utilisations 2,5 
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L’angle de contact avec l’eau a perdu environ 30° par rapport à la plaque avant la première 
utilisation, mais cette diminution n’a eu aucune conséquence sur le détachement des levures. 
Ceci traduit une augmentation de l’hydrophilie de surface, sans conséquences sur l’efficacité 
du revêtement.  
 
Afin d’expliquer cette modification des propriétés de surface, une analyse XPS a été réalisée 
sur le même coupon. Les résultats sont présentés dans le tableau 32.  
Le niveau de cœur Ag3d de l’argent présente désormais deux pics à 369,1 eV et 367,2 eV 
associés respectivement à l’argent métallique et à de l’oxyde d’argent (AgO ou Ag2O) ou à du 
carbonate d’argent (Ag2CO3). Le rapport Agoxyde/Agmétal est maintenant de 6,2, traduisant la 
présence d’argent principalement sous forme oxydée ou carbonate dans le coupon usagé. Ceci 
est en accord avec la diminution de l’angle de contact avec l’eau (i.e., augmentation de 
l’hydrophilie de surface), observée précédemment. 
 
Le niveau de cœur Si2p présente un pic à 103,3 eV associé à de l’oxyde de silicium. Le 
rapport Si/Ag(total) est de 2,5 (contre 0,4 pour le coupon neuf), ce qui traduit une modification 
de la composition du film, via un enrichissement en Si au détriment de l’argent. 
 
Le niveau de cœur O1s de l’oxygène présente trois pics. Un premier pic à 533,3 eV est 
associé à l’oxygène sous forme SiOx (O/Si=1,4). Le pic à 531,4 eV est attribué à de l’oxyde 
d’argent et/ou du carbonate d’argent mais il peut aussi correspondre à des groupements C-O 
de la levure. Le pic à 532,5 eV est, lui, associé à des groupements C=O de la levure. 
 
Le niveau de cœur C1s du carbone peut maintenant être décomposé en trois pics. Le pic à 285 
eV est associé à des liaisons de type C-C (présence de contaminants hydrocarbonés, pouvant 
provenir du revêtement lui-même et/ou des levures). Les pics à 286,9 eV et 288,6 eV sont 
attribués respectivement aux liaisons de type C-O, C-N et C=O des protéines de la paroi 
cellulaire. Le dernier pic peut aussi en partie correspondre à du carbonate d’argent.  
 
Contrairement au coupon neuf, de l’azote (400,1 eV et 398,3 eV) et du soufre (162,4 eV) ont 
ici été mis en évidence, ce qui confirme la présence de composés biologiques (notamment des 
protéines) adsorbés sur la surface, même après les étapes de détachement des levures et de 
rinçage (vérification de l’absence de levures par microscopie optique). Ceci avait déjà été 
observé par Dufrêne et al. (1996) dans le cas de A. brasilense adhérée sur polystyrène.  
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Une pollution de la surface en Zn et en Cl a également été mise en évidence. 
 
En conclusion, la composition du film a sensiblement évolué après la série d’expériences de 
détachement des levures. L’appauvrissement en Ag du revêtement par rapport à l’état natif, 
couplé à la présence d’oxyde ou de carbonate d’argent en surface, suggère une dissolution de 
l’argent. Toutefois, comme mentionné précédemment, l’efficacité anti-adhésive est 
maintenue. 
5)Evaluation de la toxicité du revêtement anti-adhésif pour les 
levures 
Pour expliquer la réduction de l’adhésion observée, l’hypothèse la plus probable est celle 
d’une libération d’ions argent dans le milieu, lesquels vont se fixer sur les structures 
protéiques de la paroi cellulaire, empêchant dès lors toute interaction avec la surface solide. Il 
fallait donc vérifier la toxicité de l’argent sur les levures en considérant des solutions de 
nitrate d’argent de concentration croissante avant de s’intéresser à la surface proprement dite. 
L’effet a été quantifié, de manière indirecte, par le pourcentage de survie car la détermination 
directe de l’argent relargué n’a pas été effectuée. 
a)Solutions d’AgNO3
La sensibilité des levures à l’argent a été testée en déterminant leur survie par reprise de 
croissance sur boîtes après exposition à différentes concentrations de solutions d’AgNO3 dans 
NaCl 150 mM et de l’eau distillée. Les résultats du nombre de levures viables après 
exposition à ces solutions sont présentés sur la figure 35. 
Lorsque l’on observe les résultats de l’échantillon témoin (c’est-à-dire resté en contact avec 
l’eau ou le NaCl uniquement pendant 1h20), on peut voir que l’ensemble des cellules survit. 
Lorsque les levures sont mises en contact avec les solutions de AgNO3 réalisées dans H2O 
pour les concentrations entre 0,002 et 0,2 mM, la quasi-totalité des levures reste viable. En 
revanche, le pourcentage de survie devient nul dès 1 mM.  
Lorsque les solutions d’AgNO3 sont réalisées dans NaCl, elles ne semblent pas présenter de 
toxicité pour les levures. En effet, pour toutes les concentrations testées, la survie reste de 
l’ordre de 100%. L’absence de toxicité de ces solutions réalisées dans NaCl s’explique par la 
formation d’un précipité d’AgCl, visible à l’œil nu lors de la préparation des solutions. Les 
ions argent ne sont donc plus disponibles pour interagir avec les structures cellulaires comme 
cela se passe vraisemblablement dans le cas de l’eau distillée. Le rôle « protecteur » des sels a 
précédemment été mis en évidence  (Hjelm et al., 2002). 
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Figure 35 : nombre de cellules (en CFU / mL) restant viables après exposition aux 
solutions de AgNO3 de différentes concentrations,        : dans H2O,         : dans NaCl 150 mM.  
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Figure 36 : nombre de cellules (en CFU / mL) restant viables après exposition aux 
coupons recouverts d’un film polymère avec inclusions d’argent ,        : dans H2O,         : dans 
NaCl 150 mM.  
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b)Coupon 
Les suspensions de levures ont été ensuite mises en contact avec un coupon de plaque traitée 
par plasma, pendant 1h20 ou 24h dans de l’eau distillée ou du NaCl. Les résultats sont 
présentés sur la figure 36. 
Que le coupon soit placé en contact avec les levures, dans une solution saline (NaCl 150 mM) 
ou de l’eau, l’ensemble des levures restent viables. A priori, le relargage d’argent, s’il est 
avéré n’est pas suffisant pour exercer un effet toxique sur les levures. Notons que l’expérience 
ainsi réalisée n’est pas strictement représentative des expériences en chambre à écoulement 
cisaillé, notamment en terme du rapport volume d’échantillon/surface du coupon, plus élevé 
dans le cas présent (2 mL/0,5 cm² contre 0,3 mL/14,8 cm² dans la chambre à écoulement). En 
chambre à écoulement, on peut donc attendre un relargage d’argent plus important et un effet 
différent. 
 
Les premiers résultats montrent qu’en présence de sel, la toxicité de l’argent en solution est 
fortement réduite voire supprimée. Ce résultat est intéressant par rapport à l’évolution des 
normes qui visent à promouvoir une action anti-adhésive mais non biocide. La proportion 
d’argent relarguée et sa cinétique devront être quantifiées précisément dans des conditions 
opératoires mimant celles existant au sein de la chambre à écoulement cisaillé  (surface du 
coupon, circulation de fluide). 
Conclusion  
Les stratégies envisagées ici se révèlent prometteuses dans la conception de surfaces anti-
adhésives. Concernant la piste enzymatique, nous avons montré que, dans le cas de la levure, 
un effet « protéique » est suffisant, ceci devra être testé sur d’autres microorganismes et 
consortia microbiens. Si l’activité enzymatique se révèle nécessaire, il faudra procéder à un 
greffage des enzymes sur l’acier par procédés plasma afin de conserver leur activité 
catalytique, ce qui, par ailleurs, devrait rendre les surfaces ainsi traitées utilisables sur le long 
terme (pas de risque de désorption). Concernant le film polymère avec inclusions d’argent, il 
faudra valider l’effet anti-adhésif et quantifier le relargage d’argent. Les levures seront 
récupérées en sortie de chambre à écoulement et des tests de reprise de croissance seront 
réalisés. La composition du film pourra, par ailleurs, être optimisée en faisant varier la 
composition du film polymère et la proportion d’argent. Ceci permettra de choisir la surface 
assurant le meilleur compromis entre sa composition (par exemple, minimiser l’argent, si 
celui-ci se révèle indésirable) et ses propriétés anti-adhésives. 
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Rappelons que l’objectif fondamental de ce travail était la maîtrise de l’hygiène des surfaces 
en industrie agroalimentaire par : 
(i) la compréhension fine des mécanismes biologiques, physico-chimiques et 
hydrodynamiques régissant l’adhésion d’un microorganisme modèle, la levure 
Saccharomyces cerevisiae, à l’acier inoxydable ; 
(ii) la mise au point et la validation de stratégies préventives efficaces vis-à-vis de l’adhésion 
de S. cerevisiae en tirant profit des résultats acquis dans les étapes précédentes.  
 
Dans la configuration expérimentale choisie (chambre à écoulement cisaillé, contrainte 
maximale de 100 Pa, durée d’application de la contrainte de trois minutes), nous avons mis en 
évidence une forte adhésion de la levure Saccharomyces cerevisiae sur l’acier inoxydable. La 
spécificité de ce matériau par rapport à d’autres surfaces non métalliques de référence 
(polypropylène, polystyrène, verre) a été démontrée et ce, pour divers domaines d’application 
(agroalimentaire, œnologie). Cette spécificité se traduit par une adhésion très marquée, i.e., 
pas de détachement pour des contraintes de cisaillement pariétales appliquées de l’ordre de 
100 Pa. La forte adhésion sur acier inoxydable n’a pu être expliquée par les propriétés de 
surface macroscopiques des levures et du matériau (charge, composantes apolaires et acido-
basiques au sens de Lewis). En revanche, sur les supports « contrôle », il a été montré que 
l’adhésion est gouvernée par un équilibre entre les forces de Lifshitz-van der Waals et 
acide/base de Lewis. Afin d’expliquer les résultats obtenus sur acier inoxydable (différences 
levures réhydratées/cultivées et variabilité pour la souche industrielle), l’analyse par XPS des 
levures a été effectuée. Les différences en terme de composition pariétale ne sont pas 
suffisantes, ce qui nous a amenés à émettre l’hypothèse d’un relargage protéique variable et 
non maîtrisé, influençant fortement l’adhésion. Cette hypothèse devra par la suite être validée 
en réalisant un conditionnement préalable d’un support en polystyrène par le surnageant issu 
de la phase de réhydratation suivi d’une analyse XPS. 
 
Nous avons, par la suite, fait subir à une suspension de levures une combinaison de différents 
traitements chimiques et enzymatiques pour mettre en évidence les composés pariétaux clé 
impliqués dans l’adhésion, en nous focalisant sur le rôle des protéines, au vu des données de 
la littérature. Bien que ces travaux n’aient pas permis l’identification précise de la (ou les) 
classe(s) protéique(s) impliquée(s) dans l’adhésion de la levure sur l’acier inoxydable, ils ont 
permis de mettre en évidence le rôle prépondérant joué par les interactions entre la surface 
métallique et les protéines pariétales.   
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Sur cette base, un modèle mécanistique permettant d’évaluer la force d’adhésion de la levure 
sur les différents supports testés a été présenté. Le mécanisme de détachement de la levure est 
principalement gouverné par un phénomène de roulement. Sur l’acier inoxydable, le niveau 
de contrainte appliquée n’ayant pas permis le détachement des levures, la modélisation n’a 
pas été possible. Les niveaux de forces obtenus sont de l’ordre du nanoNewton sur verre et de 
la dizaine sur polymères. Ils correspondent à des interactions physico-chimiques non 
spécifiques (interactions de Lifshitz-van der Waals et acide/base de Lewis) et sont situés dans 
la gamme de forces (entre 1 et 50 nN) évoquée dans la littérature. Cette modélisation peut 
s’avérer utile dans une optique d’amélioration de l’hygiène des procédés, principalement 
parce qu’elle permet de connaître le niveau de force à appliquer lors d’une procédure de 
nettoyage en place, afin de rompre la (les) liaison(s) existante(s) entre la levure et le support.  
 
Lorsque des niveaux de force supérieurs sont requis, notamment ici dans le cas de l’acier 
inoxydable, l’ajout de tensioactifs ou de détergents peut s’avérer nécessaire. Une alternative 
peut consister à modifier les conditions hydrodynamiques locales en appliquant un 
écoulement diphasique gaz/liquide et en générant ainsi une force de remise en suspension de 
l’ordre de 10-7 N (résultats rapportés dans la littérature dans le cas du détachement de 
Pseudomonas aeruginosa). L’étude devra donc être poursuivie en ce sens, en étudiant l’effet 
de ces paramètres physico-chimiques et hydrodynamiques, en les considérant isolément ou de 
manière couplée. La contrainte maximum applicable pourra aisément être augmentée en 
diminuant l’épaisseur du canal d’écoulement. L’influence du temps d’application de la 
contrainte devra également être testée.  
 
Au vu de l’ensemble des résultats obtenus, il a semblé intéressant de mettre au point puis de 
valider deux stratégies préventives vis-à-vis de l’adhésion de S. cerevisiae sur acier 
inoxydable. Les traitements choisis visaient à réduire les interactions entre les protéines de la 
paroi cellulaire et la surface métallique.  
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés au potentiel anti-adhésif d’une surface 
d’acier inoxydable sur laquelle avait simplement été adsorbée, au préalable, une enzyme 
protéolytique. Nous avons montré que, dans le cas de la levure, l’activité catalytique de la 
papaïne n’est pas requise, un effet de « coating » protéique semble suffisant. Dans ce cas, une 
inhibition totale de l’adhésion a été observée. Toutefois, une relative désorption de l’enzyme a 
été mise en évidence. Notons également que l’adsorption de l’enzyme peut conduire à réduire, 
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voire inhiber, son activité, ce qui peut être préjudiciable lorsque l’on souhaite préserver le 
pouvoir catalytique. 
La seconde surface réalisée a consisté en un film polymère avec inclusions d’argent, réalisé 
par procédé plasma, l’un des verrous à lever ayant été la faible réactivité de l’acier 
inoxydable. Son effet anti-adhésif sur les levures a été vérifié, i.e. un détachement total des 
levures a été obtenu pour une contrainte de cisaillement modérée (i.e. 20 Pa). Dans nos 
conditions (milieu NaCl 150 mM), aucun effet toxique de l’argent n’a été mis en évidence. 
L’effet du vieillissement via trois cycles répétés de nettoyage/contamination a montré une 
efficacité anti-adhésive maintenue malgré une composition du film sensiblement modifiée. 
 
Malgré leur efficacité avérée, ces supports doivent encore être optimisés d’un point de vue 
technologique et biologique. 
Concernant la stratégie enzymatique, elle devra être étendue à d’autres microorganismes afin 
de déterminer si l’activité enzymatique se révèle nécessaire. Si tel est le cas, il faudra procéder 
à un greffage covalent de l’enzyme sur l’acier, en veillant à conserver intacte son pouvoir 
catalytique, ce qui, par ailleurs, devrait rendre les surfaces ainsi traitées utilisables sur le long 
terme. Dans cette optique, l’immobilisation covalente de la protéase sera étudiée et optimisée 
en mettant à profit la collaboration mise en place sur l’utilisation des procédés plasma. Deux 
voies différentes, comportant chacune une étape de traitement plasma puis une étape 
commune d’activation chimique par du glutaraldéhyde, seront explorées. La première 
nécessitera une phase intermédiaire de greffage d’une couche de SiO2 sur l’acier inoxydable 
suivie d’une action chimique du γ-(aminopropyl)triethoxysilane, dont le rôle sera de générer 
sur la surface des fonctions NH2 libres. La seconde voie reposera sur le traitement direct de 
l’acier par plasma en utilisant le γ-(aminopropyl)triethoxysilane comme précurseur. A l’issue 
de ces deux types de traitement, la surface solide portera des fonctions –NH2 libres sur 
lesquelles pourra réagir le glutaraldéhyde, agent de liaison, afin de fixer de manière covalente 
l’enzyme via ses fonctions amines (groupements lysine et extrémité N-terminale). Pour 
chaque étape, les surfaces modifiées seront analysées aux échelles atomique et moléculaire 
(XPS). L’efficacité du greffage sera évaluée par un dosage de l’activité enzymatique, tout en 
vérifiant l’intégrité et la fonctionnalité de l’enzyme fixée.  
Concernant le film polymère avec inclusions d’argent, la suite du travail devra être consacrée 
à confirmer et approfondir les résultats prometteurs obtenus dans cette étude. La composition 
du film pourra être optimisée en faisant varier la composition du film polymère et la 
proportion d’argent ceci permettant de choisir la surface assurant le meilleur compromis entre 
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sa composition (par exemple, minimiser l’argent, si celui-ci se révèle indésirable) et ses 
propriétés anti-adhésives. Différentes méthodes complémentaires, dédiées à l’analyse fine des 
surfaces, seront mises en œuvre pour d’une part, caractériser la composition et l’évolution des 
couches formées (XPS, AFM) et d’autre part, quantifier la proportion d’argent relargué dans 
le milieu environnant (ICP-OES : torche à plasma couplée à une détection par spectrométrie 
d’émission optique). Il s’agira ensuite d’élucider le mode d’action de l’argent et notamment sa 
capacité à se lier aux protéines et à figer ces structures. L’une des possibilités pourrait être 
d’appliquer un rayonnement synchrotron sur des levures préalablement mises en contact avec 
le film anti-adhésif et plus précisément d’utiliser la microscopie infra-rouge.  
 
Les deux stratégies devront ensuite être étendues à d’autres microorganismes de l’industrie 
agroalimentaire et du domaine médical (microorganismes pathogènes comme, par exemple, 
Staphylococcus aureus ou Candida albicans), considérés isolément ou en consortium 
microbien. Dans cette étude, nous nous sommes focalisés sur l’efficacité anti-adhésive dans 
les premières étapes de l’adhésion de la levure. Il pourrait être intéressant d’évaluer le 
potentiel des surfaces ainsi modifiées à plus long terme et notamment de tester si le 
microorganisme peut parvenir à former, ou pas, un biofilm mature sur ce type de surface. A 
cette fin, l’utilisation d’un microscope confocal pourrait s’avérer utile pour observer la 
morphologie en trois dimensions du biofilm. 
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Lot 1 : Levures de type I réhydratées. 
 
Lot 2 : Levures de type II réhydratées. 
 
Lot 3 : Levures de type I en phase stationnaire de croissance. 
 
Lot 4 : Levures de type II en phase stationnaire de croissance. 
 
Lot 5 : Levures BY 4741 en phase stationnaire de croissance. 
 
Lot 6 : Levures BY 4741 en phase stationnaire ayant subi 2 extractions au SDS chaud, 
reprises après extraction dans de l’eau distillée. 
 
Lot 7 : Levures BY 4741 en phase stationnaire ayant subi un traitement d’une nuit dans 
NaOH 30 mM, reprises après neutralisation du pH et centrifugation dans de l’eau distillée. 
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Carbone C 1s après analyse t = 45 minutes environ 
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 COUPON APRES 3 UTILISATIONS. 
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Abstract
The present study focused on the shear-induced detachment of Saccharomyces cerevisiae in adhesive contact with a 316L stainless steel surface
using a shear stress flow chamber, with a view to determining the respective influence of the yeast surface properties and the support characteristics.
The effect of cultivation of S. cerevisiae yeast cells on their subsequent detachment from the solid surface was particularly investigated. In order
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do elucidate the role of stainless steel, non-metallic supports were used as control, covering a broad range of surface properties such as surface
ree energy and roughness: polypropylene (hydrophobic), polystyrene (mildly hydrophobic, similar to stainless steel) and glass (hydrophilic).
ll materials were very smooth with respect to the size of yeast. First, experiments were carried out on two types of yeast cells, just rehydrated
n saline solution, a biological model widely used in the literature. The influence of the ionic strength (1.5 and 150 mM NaCl) on glass and
tainless steel was evaluated. Unlike on glass, no clear evidence was found for electrostatic repulsion with stainless steel since high adhesion was
bserved whatever the ionic strength. A lack of correlation in adhesion results was also obtained when considering the surface physico-chemical
haracteristics of type I (hydrophilic) and type II (hydrophobic) rehydrated cells and those of both polymers. It was postulated that unavoidable
sticky” compounds were present on the cell wall, which could not be completely removed during the successive washings of the rehydrated cell
uspension before use. This could dramatically alter the yeast surface properties and modify the adhesion strength, thus clearly demonstrating the
ecessity to work with yeast coming from fresh cultures. Biologically active yeast cells were then used. Once cultured, type I- and type II-yeast
ells were shown to exhibit the same hydrophilic properties. Regardless of the material used, for the same ionic strength (150 mM NaCl), yeast
dhesion was drastically reduced compared to rehydrated yeast cells. Among all the materials tested, the specificity of 316L stainless steel was
learly established. Indeed, for glass and polymers, cell adhesion was substratum-dependent and driven by the balance between the Lifshitz-van
er Waals and Lewis acid/base interactions. Despite nearly identical surface free energies for polystyrene and stainless steel, the metallic surface
romoted a totally distinct behaviour which was characterized by a strong – although highly variable – yeast adhesion.
2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
eywords: Adhesion; Saccharomyces cerevisiae; Stainless steel; Shear stress flow chamber; Removal
. Introduction
It has long been recognized that microorganisms can undergo
transition from free-living unicellular organisms to sessile
ulti-cellular communities known as biofilms. Biofilms are
ervasive and problematic in medical, industrial and environ-
ental applications, partly because these communities express
∗ Corresponding author. Tel.: +33 5 61 55 94 19; fax: +33 5 61 55 94 00.
E-mail address: Muriel.Mercier-Bonin@insa-toulouse.fr
M. Mercier-Bonin).
biofilm-specific properties such as extreme resistance to antimi-
crobials and chemical biocides [1]. In contrast to the extensive
literature describing bacterial biofilms, little attention has been
paid to fungal biofilms, except for medically relevant fungi such
as Candida albicans which is now considered as a major agent
of hospital-acquired infections. It was shown that, like many
bacterial species, C. albicans forms biofilm in an organized
fashion through the early, intermediate and maturation phases of
development [2,3]. Chandra et al. [2] particularly investigated
whether the property of biofilm formation was a characteristic
of pathogenic fungi or a general behaviour which could be
extended to other species, such as Saccharomyces cerevisiae.
927-7765/$ – see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
oi:10.1016/j.colsurfb.2006.03.001
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This microorganism is considered as the model for the study of
eukaryotes, due to its entirely sequenced genome and its non-
pathogenicity. Moreover, it is widely used in different biotechno-
logical processes [4]. Chandra et al. [2] compared the capacity of
C.albicans andS. cerevisiae to form biofilm on both polymethyl-
methacrylate and silicone elastomer materials. In contrast with
C. albicans, S. cerevisiae adhered to polymethylmethacrylate
but its growth was limited to thin colonies which failed to pro-
duce appreciable quantities of extracellular material. For silicone
elastomer, a similar behaviour was observed. These authors con-
cluded that, even though S. cerevisiae was capable of adhesion,
it failed to progress to a mature biofilm, which is characterized
by the presence of extracellular material. Extending the range
of plastic surfaces (polystyrene, polypropylene, polyvinylchlo-
ride), Reynolds and Fink [5] confirmed the ability ofS. cerevisiae
to adhere to this kind of surface. Contrary to the observations of
Chandra et al. [2], the latter authors suggested that baker’s yeast
biofilms could undergo some maturation and concluded that S.
cerevisiae, thanks to its well-characterized genetics and gene
expression, could be a valuable tool for screening compounds
involved in fungal adhesion, thereby facilitating the identifica-
tion of new targets, for example, for antifungal therapy. Li and
Palecek [6] confirmed the relevancy of this model system by
insisting on the conservation of signal transduction pathways
among the yeasts. The present work was thus focused on S. cere-
visiae adhesion using stainless steel as the model substratum.
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with ferric ions. This treatment allowed the negative charge of
the support to be decreased or even the charge to be reversed.
Yeast cells were negatively charged in the pH range 3.5–7, with
an isoelectric point of about 2.5. It was shown that polymers and
glass as such did not give rise to any adhesion, whatever the pH
tested (pH 3 or pH 5–6). However, after treatment by ferric ions,
a regular and dense layer of immobilized cells was observed.
Under the same pH conditions, metallic supports were able to
significantly retain cells without any particular treatment. At a
pH of about 6, the density of cells adhering to stainless steel was
lower than that on aluminium due to a lower isoelectric point (7
and 9, respectively). Mozes et al. [11] concluded that adhesion of
yeast was essentially mediated by electrostatic effects. However,
it should be mentioned that, in this work, extremely low ionic
strength (1M) favoured strong electrostatic interactions. Vern-
het and Bellon-Fontaine [12] investigated S. cerevisiae adhesion
to hydrophobic and hydrophilic surfaces (fluoroethylenepropy-
lene, polystyrene, polycarbonate, glass) for two suspending liq-
uids (wine and a solution of KNO3 0.06 M). In these conditions
of a relatively high ionic strength, electrostatic interactions were
shown to be absent and the authors concluded that yeast adhesion
was substratum-dependent and driven by the balance between
non-electrostatic interactions, namely Lifschitz-van der Waals
and acid–base interactions. Using rehydrated yeast as a simpli-
fied biological model, Mercier-Bonin et al. [13] investigated the
influence of the contact time between the yeast cells and the solid
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tn contrast with literature dealing with bacteria, little attention
as paid to physico-chemical interactions between fungi and
tainless steel despite the fact that stainless steel is extensively
sed in numerous industries, especially food processing.
Surface free energies of both microorganisms and substrata
re believed to play an important role in the initial cell attach-
ent to a solid surface. For example, for C. albicans, it was
hown that its cell surface hydrophobicity, related to changes
n outer chain mannosylation [7], was a relevant factor in the
bility of yeast to adhere to inert plastic surfaces [8]. The same
rend was observed for C. parapsilosis adhesion to polystyrene
9]. The dependence between the kind of substratum and the
ype of force acting in the initial adhesion process of yeast
ells was recently established [10]. In fact, for C. parapsilo-
is, adhesion to glass was shown to be mediated by long-range
orces (Lifshitz-van der Waals interactions) while adhesion to
ilicone rubber seemed to be moderated by acid–base interac-
ion free energy, which involved the presence of short-range
orces. Compared to Candida species, data concerning adhe-
ion of S. cerevisiae to solid substrata in relation with surface
hysico-chemical properties are scarce. In the study reported
y Reynolds and Fink [5], it was shown that baker’s yeast
dhered to polystyrene, polypropylene and, to a lesser degree,
o polyvinylchloride but no attempt was made to correlate yeast
dhesion to cell and/or polymer surface free energy. Mozes et
l. [11] pointed out the effect of the surface electrical charge by
tudying the adhesion of a hydrophilic S. cerevisiae strain on a
ide range of support materials, including glass, polymers (such
s polypropylene, polystyrene, polyvinylchloride, polymetyl-
ethacrylate) and metals (stainless steel, aluminium). The glass
nd polymer supports were used as such or after being treatedurface (glass). For long contact times, cells stuck more strongly
o the glass plate, which was attributed to the release of macro-
olecules into the extracellular medium. Thus, as is the case
or bacteria, adhesion of fungi seems to be controlled by a bal-
nce between various physico-chemical interactions depending
n the microorganism, the solid surface and the liquid suspend-
ng medium, any one of which is insufficient to fully explain the
henomena observed.
In the present study, adhesion of S. cerevisiae was exam-
ned with a view to determining the respective influence of the
east surface properties and the stainless steel characteristics. It
as therefore of importance to identify mechanisms involved in
he initial steps of yeast adhesion to this solid surface, under a
ell-controlled physico-chemical environment. A lot of exper-
mental studies on particle adhesion to surfaces were already
arried out using different techniques to remove particles pre-
iously deposited, such as centrifugation [14], vibrations [15],
mpacting [16], electrostatic field [17,18], and fluid mechanics
19–22]. The indirect techniques using fluid flow to remove par-
icles are very interesting because they mimic hydrodynamic
onditions existing in the cleaning processes of surfaces. The
ssociated studies focus on the fluid flow characteristics neces-
ary to dislodge particles off the surface. In the present paper,
dedicated set-up, equipped with a shear stress flow chamber,
as used to characterize the adhesion of yeast under given envi-
onmental conditions such as pH, ionic strength, type of surface
nd type of yeast cells. According to the study of Bakker et al.
23], this set-up was carefully designed in order to ensure condi-
ions of uniform flow in the observation area of cell adhesion. It
hen allowed quantitative reproducible adhesion measurements
o be made between yeast cells and the stainless steel surface
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by applying a known shear stress under conditions of laminar
flow [24]. This shear stress produced hydrodynamic force and
torque which could detach the cells into the bulk medium or roll
them along the surface. Forces and torques of different magni-
tudes could be obtained by varying the flow rate. Results were
interpreted in terms of detachment profiles, i.e. the ratio of the
number of attached cells to the initial number of attached cells
versus the shear stress applied [13,24]. Furthermore, the adhe-
sion was quantified as the critical shear stress required to remove
50% of the cells initially adherent to the solid surface [13,24].
In order to elucidate the role of stainless steel, non-metallic sup-
ports (glass, polypropylene, polystyrene) were used as control,
covering a broad range of surface properties (surface free energy,
topography). The effect of cultivation of S. cerevisiae yeast cells
on their subsequent adhesion to the four materials studied was
investigated by comparing the detachment profiles of yeast that
had been either simply rehydrated or cultured. Physico-chemical
characterization of the cell surface (charge, hydrophobicity and
Lewis acid/base components) was used to support the detach-
ment results.
2. Material and methods
2.1. Yeast strains
S. cerevisiae cells, provided by Lesaffre (Marcq-en-Baroeul,
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2.2. Surface properties of the yeast cells
2.2.1. Determination of the hydrophobic and Lewis
acid/base properties of the yeast cells
To determine the hydrophobic and Lewis acid (i.e., electron
acceptor)/base (i.e., electron-donor) properties of the yeast, S.
cerevisiae cells were subjected to the partitioning procedure
described by Bellon-Fontaine et al. [25] and defined as the
“Microbial Adhesion to Solvents” (MATS) method. Affinity
to the following two pairs of solvents of similar Lifshitz-van
der Waals surface tension components was compared: (i) the
apolar solvent hexadecane and its paired acidic monopolar sol-
vent, chloroform and (ii) the apolar solvent decane and its paired
strongly basic, monopolar solvent, ethyl acetate. Because of the
surface tension properties of these solvents, differences between
the affinity for chloroform and hexadecane and the affinity
for ethyl acetate and decane indicated an electron-donor or an
electron-acceptor properties of the yeast surface, respectively.
The hydrophobic (or hydrophilic) character was revealed by the
affinity for apolar solvents. The experimental procedure has been
described previously [13]. Briefly, the percentage of cells bound
to a given solvent (or the affinity) is expressed as
% affinity = 100 ×
(
1 − A
A0
)
(1)
where A is the initial optical density of the yeast suspension
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(rance), were initially packaged as dry aggregates of (i) small
od shape named type I (“Saf instant”), or (ii) sphere shape
amed type II (“Saf levure”). These differences were due to
istinct drying and conditioning procedures.
.1.1. Rehydratation of yeast
Yeast cells were first simply rehydrated in saline solutions:
wo concentrations were tested (0.09 and 9 g/L) corresponding
o an ionic strength of 1.5 and 150 mM, respectively. The sus-
ension was prepared by dispersion and rehydratation of 2 g/L
ggregates in saline solution at room temperature, with gentle
gitation for 10 min. Yeast cells were collected by centrifugation
or 2 min at 14,500 rpm (Minispin plus, Eppendorf, Hambourg,
ermany), washed twice and resuspended in 1.5 or 150 mM
aCl solution. The pH was about 5.5.
.1.2. Culture of yeast
Cultures were prepared for detachment experiments by
lacing a few type I-yeast dry aggregates into 100 mL of
EPD broth (1% yeast extract (Biokar Diagnostics, Pantin,
rance), 2% anhydrous glucose (Rectapur Prolabo, Fontenay-
ous-Bois, France) and 1% bactopeptone (Difco, Le Pont-De-
laix, France)) in a 500 mL-baffled Erlenmeyer flask and incu-
ated overnight at 30 ◦C and 70 rpm. This culture was then used
o inoculate a second flask of YEPD broth, which was incu-
ated under the same conditions for 48 h until the stationary
rowth phase was reached (final cell concentration of about
.5 g/L). Cells were harvested by centrifugation as described
bove, washed twice, resuspended in physiological saline (NaCl
50 mM) and diluted just before the experiment. The final pH
as about 5.5.0
easured at 620 nm and A is the optical density of the same
uspension after water-solvent separation. Each assay was per-
ormed in triplicate.
.2.2. Measurement of the electrophoretic mobility
Yeast cells, simply rehydrated in 1.5 or 150 mM NaCl solu-
ion at about 2 g/L, were washed twice. Their electrophoretic
obility was measured at pH 5.5 and 25 ◦C using a laser
etameter (Zetasizer HS 3000, Malvern Instruments, Orsay,
rance) under a 100 V electric field. The standard deviation was
.1 × 10−8 m2/V/s.
.3. Solid surfaces and cleaning procedures
Four materials were used as 210 mm × 90 mm plates of
ariable thickness (see Section 2.5 part): stainless steel AISI
16L with a mirror finish (Goodfellow SARL, Lille, France),
olypropylene and polystyrene (Goodfellow SARL, Lille,
rance) and glass (Planilux, Saint Gobain, France). Before
hysico-chemical characterization and adhesion assays, solid
urfaces were cleaned with a different operating procedure
ccording to the material used: (i) stainless steel was cleaned
n an acetone/ethanol mixture (Merck Prolabo, Fontenay-sous-
ois, France) for 5 min, rinsed in three successive baths of
istilled water at 50 ◦C and five successive baths of distilled
ater at room temperature; (ii) polypropylene and polystyrene
ere cleaned for 5 min in the alkaline detergent Micro 90 (Fis-
her Bioblock Scientific, Illkrich, France) 1% (v/v) at 40 ◦C,
insed with 50 and 20 ◦C tap water and then distilled water; (iii)
lass was cleaned in a sulfochromic acid solution (K2Cr2O7
2.7 M)/H2SO4 (4% v/v), VWR Prolabo, Fontenay-sous-Bois,
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France) for 1 h at room temperature and rinsed in three succes-
sive baths of distilled water at room temperature. Whatever the
cleaning procedure, all materials were air-dried for 1 h under a
vertical flow hood (Cytosafe 2000, Faster, Cornadero, Italy) and
stored in a desiccator at room temperature. For stainless steel,
each plate was only used once in order to avoid any surface
change due to ageing [26].
2.4. Surface properties of supports
Water, formamide and diiodomethane (Merck Prolabo,
Fontenay-sous-Bois, France) contact angles were determined
by the sessile drop technique, using a DGD Fast 60 goniometer
(GBX Scientific Instruments, Romans sur Ise`re, France) cou-
pled with Windrop++ software to capture and analyze images.
The results given are the average of at least 10 measurements
at different positions on the solid surface. Contact angles were
then converted to surface free energies using the van Oss’ mod-
ification of the Young equation [27], which ignores spreading
pressure and distinguishes Lifshitz-van der Waals, and Lewis
acid/base surface free energy components as follows:
γL(1 + cos θ) = 2
(√
γLWS γ
LW
L +
√
γ+S γ
−
L +
√
γ−S γ
+
L
)
(2)
where γ is the total surface energy, γLW, γ+ and γ− are the van
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stream the entrance region and in the central region of the flow
channel, wall shear stress τw is given by
τW = 3µQ4h2l (3)
where µ is the fluid dynamic viscosity (Pa s), Q (m3/s) is the
flow rate, l and h are respectively the channel half-width and
half-thickness (m).
2.6. Detachment experiments
The chamber was first assembled and fixed on the stage of
an optical microscope (Leica DMRXA2, Leica Microsyste`mes,
Rueil Malmaison, France) equipped with a 50× ultra-long work-
ing distance objective, as previously described by Mercier-Bonin
et al. [13]. The images obtained from the microscope focused on
microorganisms adhering to the bottom plate of the flow cham-
ber were recorded by a digital camera (Nikon D100, Champigny
sur Marne, France). According to the type of solid surface inves-
tigated, images were collected using the reflection (stainless
steel) or the transmission (glass, polymers) mode of the micro-
scope. The observation area was located far downstream of the
rectangular channel inlet, in order to avoid any entrance effects.
The flow chamber was first filled with the saline solution (1.5 or
150 mM NaCl, pH 5.5). About 60L of simply rehydrated or
cultured yeast cells were slowly injected into the flow chamber
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ter Waals, electron-acceptor and electron-donor components of
he surface free energy, respectively, and θ is the contact angle.
he subscripts S and L denote the solid and liquid samples,
espectively.
The surface roughness of glass, polypropylene, polystyrene
nd stainless steel was quantified by the parameter Ra (which
rovides the arithmetical mean deviation of the absolute ordinate
alues within a sampling length) using an optical 3D profiler
ew View (Zygo, Middlefield, Connecticut, USA) coupled with
he MetroPro software. For the glass surface, a 1 cm2 coupon was
ut and sputtered with gold before analysis.
.5. Shear stress flow chamber
The chamber consisted of the substratum (AISI 316L stain-
ess steel, polypropylene, polystyrene or glass) plate, the thick-
ess of which was 0.9, 1.2, 1.2 and 4 mm, respectively, of
hollowed stainless steel shim (210 mm × 90 mm × 0.2 mm)
or channelling the fluid flow and of an upper glass plate
210 mm × 90 mm × 4 mm). The three plates were held together
ith aluminium clamps. The fluid entered the chamber through
6 mm diameter hole pierced perpendicularly in the upper plate
nd exited the chamber through a 6 mm diameter hole. A third
rifice of 3 mm topped by a syringe valve was used to inject the
east suspension. The rectangular flow channel in which adhe-
ion and detachment of yeast cells were analyzed followed a
iverging–converging shape, in order to ensure uniform flow at
he entrance of the channel rectangular part [28]. The hydrody-
amic characterization of the parallel plate flow chamber has
reviously been described in detail [13,24]. In particular, in the
bservation area where the yeast cells are deposited, i.e., down-hrough the syringe valve and then allowed to settle under grav-
ty for 20 min. The contact time, which was defined as the lapse
f time between the end of the settling phase and the beginning
f the detachment experiment, was fixed at 1 h. The fraction of
he material surface occupied by the cells was low enough to
inimize long-range hydrodynamic interactions of yeasts [29].
The detachment experiments were carried out at room tem-
erature. The operating protocol has already been described in
etail by Mercier-Bonin et al. [13]. Briefly, after the 1 h-contact
ime, the flow rate (Q) of the saline solution (1.5 or 150 mM
aCl, pH 5.5), measured by weighing the fluid output on an
lectronic balance, was increased in a stepwise manner. To deter-
ine the duration of the flow rate steps, the time-dependence
f the detachment of rehydrated type I-yeast cells in adhesive
ontact with polystyrene, at pH 5.5 and an ionic strength of
50 mM NaCl, was first studied. A “stepwise” procedure was
dopted, i.e. gradual increases in flow rate were applied in 6 min
teps, while following the number of single yeast cells remain-
ng in the observation area with time, for each flow rate. The
volution of the number of yeast cells remaining adherent to
olystyrene (expressed as the percentage of the initial number
f yeast) versus the time of application of a constant flow rate
s plotted in Fig. 1, for increasing flow rates ranging from 8
o 390 mL/min. As previously found for latex beads adhering
o glass [22], the number of yeast cells remaining at the poly-
er surface kept unchanged after a step of 3 min. Subsequently,
etachment experiments were performed with flow rate steps of
min each.
The applied shear stress τW was calculated using Eq. (3) and
aried in the range 0–80 Pa. At the end of each shear stress step,
he number of cells remaining adherent to the solid surface was
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Fig. 1. Evolution of the number of yeast cells remaining adherent to polystyrene
(expressed as the percentage of the initial number of yeast) vs. the time of applica-
tion of a constant flow rate at pH 5.5 and an ionic strength of 150 mM NaCl. Flow
rate is increased step by step: t = 0, Q = 8 mL/min; t = 6.5 min, Q = 90 mL/min;
t = 12.5 min, Q = 390 mL/min.
determined by visual counting, according to the following selec-
tion criteria: (i) each entity was not an aggregate of several cells,
(ii) the cell was deposited in the observation area at the beginning
of the experiment (after the prescribed contact time), (iii) the cell
had not moved from its initial location at the beginning of the
experiment, (iv) budding cells were not considered and (v) the
separation distance between two neighbouring cells was higher
than 1.5 cell radii. It should be noted that with stationary-phase
cells, budding was limited.
This number of cells remaining adherent to the surface (nor-
malized by the initial number of cells present in the observation
area, which was about 50) was then plotted as a function of the
applied wall shear stress. Each experiment was performed at
least in triplicate. For cultured yeast cells, independently grown
cultures were considered.
3. Results and discussion
3.1. Surface properties of supports
Contact angles measured with the three pure liquids on the
four materials tested and the corresponding surface tension com-
ponents are presented in Table 1.
Except for polypropylene (γLWS = 26.3 ± 1.1 mJ/m2), close
γLWS values of about 40 mJ/m2 were found for stainless steel,
polystyrene and glass, indicating similar apolar components of
the surface free energy. All materials exhibited very low val-
ues for the electron-acceptor component γ+S (almost zero for
stainless steel, polypropylene, polystyrene and 1.5 ± 0.4 mJ/m2
for glass). Conversely, the electron-donor component γ−S was
shown to vary greatly according to the solid surface, from
0.5 ± 0.6 mJ/m2 for polypropylene to 38.7 ± 3.6 mJ/m2 for
glass. Polypropylene and glass were thus qualified as hydropho-
bic and hydrophilic, respectively. Stainless steel and polystyrene
presented intermediate and quite identical γ−S values of 6.9 ± 3.8
and 7.4 ± 4.1 mJ/m2, respectively. On the basis of these γLWS , γ+S
and γ−S components, it was established that the selected materi-
als covered a broad range of hydrophobic–hydrophilic character.
It was also concluded that stainless steel and polystyrene exhib-
ited very close surface properties (mildly hydrophobic). For
polystyrene, nearly identical surface tension components were
previously reported by Gallardo-Moreno et al. [9]. Conversely,
in the study of Mozes et al. [11], the polystyrene surface was
qualified as highly hydrophobic (i.e., no Lewis acid/base com-
ponents) since a water contact angle of about 100◦ was measured
(77.0◦ ± 3.5◦ in the present study). However, as pointed out by
the authors, the surface composition of technical-grade materi-
als can appreciably differ from the theoretical composition, due
to additional constituents, either plastifiers or co-polymers. As a
consequence, the physico-chemical properties of such materials
can vary according, for example, to their origin. The cleaning
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ontact angles and standard deviation (◦), surface energy values and standard d
nd stainless steel
Contact angles (◦)
θwater θdiiodome´thane θformamide
lass 32.5 ± 2.7 39.5 ± 1.7 18.1 ± 1.4
olypropylene 103.0 ± 2.0 64.0 ± 2.0 80.0 ± 2.0
olystyrene 77.0 ± 3.5 40.0 ± 2.0 56.0 ± 2.0
tainless steel 84.1 ± 3.2 39.6 ± 1.3 67.4 ± 1.9rocedure can also interfere [11].
For stainless steel surfaces, a higher γ−S component
19 mJ/m2 versus 7 mJ/m2 in the present study) was obtained
y Compe`re et al. [30] using the same cleaning protocol with an
cetone/ethanol mixture. Applying analytical techniques such as
PS or ToF-SIMS to characterize the chemical composition of
tainless steel, Mozes et al. [11] and Compe`re et al. [30] demon-
trated the unavoidable presence of an organic contamination
ayer left on the alloy surface. They also pointed out that, even
hough cleaning with organic solvents could partly remove this
ayer, the air-contact after the treatment would always produce
urther organic contamination. That is the reason why the sur-
ace free energy of stainless steel determined in the present study
as significantly different from that expected on the sole basis
f its chemical composition.
The surface roughness was also determined and the corre-
ponding Ra parameters for glass, polypropylene, polystyrene
nd stainless steel are given in Table 1. All materials were shown
o be very smooth with respect to the size of yeast, with Ra values
anging from 0.4 to 90.0 nm. Stainless steel presented an inter-
ion (mJ/m2) and average roughness (nm) of glass, polypropylene, polystyrene
Surface energy (mJ/m2) Roughness Ra (nm)
γLWS γ
+
S γ
−
S
39.9 ± 0.8 1.5 ± 0.4 38.7 ± 3.6 0.4
26.3 ± 1.1 0.0 ± 0.2 0.5 ± 0.6 90.0
39.6 ± 1.0 0.1 ± 0.2 7.4 ± 4.1 5.0
39.8 ± 0.7 0.3 ± 0.4 6.9 ± 3.8 30.0
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Table 2
Electrophoretic mobilities (m2/V/s) of type I- and type II-simply rehydrated
yeast cells suspended in 1.5 and 150 mM NaCl at pH 5.5.
Rehydrated yeasts Ionic strength (mM NaCl)
1.5 150
Type I −2.0 × 10−8 −0.8 × 10−8
Type II −1.8 × 10−8 −0.5 × 10−8
mediate roughness of 30 nm, which was nearly identical to the
value of 35 nm measured by confocal laser-scanning microscopy
on a AISI 304 stainless steel with the same mirror finish [31].
For the glass surface, a very low roughness of 0.4 nm was found,
which was of the same order of magnitude as the value reported
by Lorthois et al. [24] using atomic force microscopy on the
same type of glass (Ra = 0.25 nm).
3.2. Surface properties of yeast cells
Physico-chemical characterization of the surface of type
I- and type II-yeast cells was carried out by evaluating their
electrical properties, from the information given by the elec-
trophoretic mobility, and by estimating their hydrophobicity
and their electron-donor/electron-acceptor components, derived
from the MATS method.
The electrophoretic mobilities obtained for type I- and type
II-simply rehydrated yeasts for a variable ionic strength (1.5
and 150 mM NaCl) and a pH of 5.5 are presented in Table 2.
Whatever the ionic strength of the suspending medium, elec-
trophoretic mobility values were close for the two yeast types.
Furthermore, both yeast types were negatively charged as pre-
viously reported by Mercier-Bonin et al. [13], and a decrease in
their electrophoretic mobility was observed as the ionic strength
increased from 1.5 to 150 mM NaCl.
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Fig. 2. Affinities of the rehydrated ( )/cultured ( ) yeast of type I and of the
rehydrated ( )/cultured ( ) yeast of type II for the four solvents used in the
MATS analysis. Cells are suspended in 150 mM NaCl. C, chloroform; HD,
hexadecane; EA, ethyl acetate; D, decane.
that observed for the type I-cultured yeast, demonstrating that,
once cultured, both yeast types exhibited identical surface prop-
erties.
3.3. Adhesion of rehydrated yeast cells to glass and
stainless steel: influence of the ionic strength
First, the influence of the ionic strength was evaluated on
the hydrophilic type I-simply rehydrated yeast cells adhering
to glass or to stainless steel. Two ionic strengths were tested:
1.5 and 150 mM NaCl. The pH was 5.5. The corresponding
detachment profiles obtained using the shear stress flow chamber
are presented in Fig. 3. As previously observed for yeast cells
suspended in a low ionic strength medium [11], yeast adhe-
sion to glass was low at 1.5 mM NaCl since an almost total
detachment was achieved above a moderate wall shear stress of
10 Pa. Increasing the ionic strength to 150 mM NaCl led to a
significantly higher adhesion, which was attributed to a reduced
electrostatic repulsion between yeast cells and glass, both being
negatively charged (for the latter, [11,33]). Regardless of the
material used, several authors pointed out the importance of the
electrical contribution to the yeast adhesion process [8,9,11].
For example, investigating the adhesion of Candida species to
polystyrene which is also negatively charged, Klotz et al. [8]
and Gallardo-Moreno et al. [9] concluded that the increase in the
ionic strength led to a rise in the percentage of adherent cells.
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aMATS results for the type I- and type II-simply rehydrated
east cells are displayed in Fig. 2. The affinity of type I-yeast
ells to the apolar solvents was quite low (≈20%), indicating
heir hydrophilic nature. Furthermore, cells exhibited a higher
ffinity to chloroform than to hexadecane, indicating a pro-
ounced electron-donor property. In the same way, cell affinity
as almost identical for ethyl acetate and decane, demonstrating
hat the electron-acceptor component was weak. Type II-yeast
ells presented totally different surface characteristics. In fact,
hey exhibited a high affinity to both apolar solvents (>60%) and
ere thus more hydrophobic. These results are in accordance
ith previously published data [13,32].
MATS results for the type I- and type II-cultured yeast cells
re also displayed in Fig. 2. For type I-yeast, some small dif-
erences were observed between simply rehydrated and cul-
ured yeast cells. A decrease in their affinity to apolar sol-
ents was observed (≈10%), which indicated an increase in
heir hydrophilic properties. The electron-acceptor component
eemed to be slightly enhanced. In contrast with type I-cells, type
I-cultured yeast presented totally different physico-chemical
haracteristics from those obtained for simply rehydrated cells.
n fact, regardless of the solvent used, cell affinity was close toowever, for stainless steel, despite its negative surface charge
34], no clear evidence was found for electrostatic effects since
trong cell adhesion was observed whatever the ionic strength
Fig. 3). In fact, in the experimental range tested (maximal
pplied wall shear stress of 80 Pa), no significant yeast detach-
ent occurred.
Yeast adhesion therefore seemed to be controlled by a bal-
nce between various physico-chemical interactions, depending
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Fig. 3. Detachment profiles obtained for type I-simply rehydrated yeast cells
at pH 5.5 on the glass surface for an ionic strength of 1.5 mM NaCl () and
150 mM NaCl () and on the stainless steel surface for an ionic strength of
1.5 mM NaCl (♦) and 150 mM NaCl ().
not only on the suspending medium but also on the kind of sub-
stratum and the cell physico-chemical characteristics. Further
work was thus devoted to the determination of the respective
influence of these factors by extending the range of material and
yeast surface properties. To this end, adhesion to polypropy-
lene and polystyrene was tested, both on hydrophilic (type I)
and hydrophobic (type II) simply rehydrated yeast cells. For
glass and stainless steel, additional experiments were performed
using rehydrated cells of type II. The effect of cultivation of
yeast cells was also evaluated by characterizing and comparing
shear flow-induced detachment of stationary phase-cells from
the four materials studied. Since complex biological media usu-
ally exhibit a high ionic strength, it was decided to carry out all
these experiments at an ionic strength of 150 mM NaCl, thus
inhibiting electrostatic interactions.
3.4. Shear flow-induced detachment of rehydrated yeast
cells: influence of the material surface free energy and
roughness
Detachment profiles obtained for simply rehydrated yeast
cells of types I and II at an ionic strength of 150 mM NaCl
and a pH of 5.5 are presented in Fig. 4 for polypropylene and
polystyrene. First, a wall shear stress threshold of about 5 Pa,
under which no yeast removal occurred, was revealed for both
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Fig. 4. Detachment profiles obtained on the polypropylene surface for type I-
() and type II- ( ) simply rehydrated yeast cells and on the polystyrene surface
for type I- () and type II- ( ) simply rehydrated yeast cells at pH 5.5 and an
ionic strength of 150 mM NaCl.
For glass and stainless steel, experiments performed with the
type II-yeast at an ionic strength of 150 mM NaCl and a pH of
5.5 confirmed the trends observed for type I, i.e., weak adhesion
to glass and strong adhesion to stainless steel (data not shown).
On the basis of previous works [13,24], detachment data
were then interpreted by evaluating the wall shear stress needed
to remove 50% of the cells initially adherent to the solid
surface. This value, denoted τW50%, is characteristic of the
cell/substratum interaction strength [29]. τW50% values obtained
for all materials and rehydrated yeast types are presented in
Fig. 5. It should be noted that, for some assays performed on
polymers with the type I yeast (30% of the experiments), little
more than 50% of the cells remained attached at the end of the
experiment. In such cases, the maximal wall shear stress applied
(80 Pa) was slightly too low to detach 50% of the cells. However,
this maximal value of 80 Pa was used as τW50%, as previously
chosen by Lorthois et al. [24]. Thus, values of τW50% displayed
F
d
oolymeric surfaces. Above this threshold value, increasing the
all shear stress decreased the fraction of adherent cells and,
ontrary to glass, no total detachment of yeast was obtained,
ven when a maximal wall shear stress of 80 Pa was applied. It
as also observed that the detachment efficiency was higher
or the type II yeast cells than for the type I, whatever the
olymer.ig. 5. τw50% values (Pa) obtained for type I- ( ) and type II- ( ) simply rehy-
rated yeast cells on the four supports studied, at pH 5.5 and an ionic strength
f 150 mM NaCl.
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in Fig. 5 are slightly under-estimated for type I-yeast adhering to
polypropylene and polystyrene. For stainless steel, in the major-
ity of the detachment experiments, no significant cell removal
occurred at the wall shear stress of 80 Pa, whatever the yeast
type. Indeed, when some detachment was observed, more than
90% of the cells still remained adherent at the end of the exper-
iment. If the same procedure had been applied in the case of
stainless steel, resulting τW50% values would have been largely
under-estimated. So, for this surface, τW50% was not determined
(Fig. 5).
On the basis of the experimental results, S. cerevisiae adhe-
sion was shown to be substratum-dependent. The difference in
Ra values (Table 1), which was negligible compared to the yeast
size, could not explain the observed trends. Type I- and type
II-simply rehydrated yeast cells weakly adhered to glass, due
to its high polarity which favoured solvent/solid interactions.
As previously observed by Mercier-Bonin et al. [13], the adhe-
sion to glass was somewhat lower for type I than for type II.
This behaviour could be explained by the strong basic proper-
ties of both glass and type I-cells (see Table 1 and Fig. 2) which
led to repulsive electron-donor/electron-donor interactions. On
polymers, adhesion of the two types of yeast was strengthened
because of the decrease in material polarity. For example, for
polypropylene and type I-yeast, τW50% reached 73.8 ± 15.3 Pa
whereas, for the same yeast type, τW50% was only 3.0 ± 0.5 Pa
for glass. The influence of substratum hydrophobicity on cell
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of the physico-chemistry of the S. cerevisiae cell wall has not
been extensively described in the literature. Nevertheless, some
interesting results have been reported by Rapoport et al. [37,38]
who demonstrated severe desiccation-induced damage of the
yeast structure (intracellular membrane, surface proteins), the
reversibility of which was not clearly established. These modifi-
cations could significantly alter native surface properties and/or
produce undesirable compounds. Strong adsorption of some
residual components of the industrial culture medium on the
cell wall could also interfere with yeast adhesion to surfaces.
The strength of the effect would depend on the surface and the
method of analysis (shear stress flow chamber with solid plates
versus MATS method using droplets of organic solvents), which
could explain the lack of correlation between detachment effi-
ciency on polymers and surface properties of rehydrated yeast
cells. This hypothesis of a cell surface modified by strongly
adsorbed-residual components was reinforced by comparing
MATS results for simply rehydrated (hydrophobic) and cultured
(hydrophilic) yeasts of type II (Fig. 2). It was then decided to
carry out further investigations on cultured yeast cells. As type
I- and type II-yeasts exhibited the same surface properties once
cultured (Fig. 2), only type I was tested.
3.5. Shear flow-induced detachment of cultured yeast cells:
comparison with simply rehydrated yeast
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sdhesion has previously been demonstrated in several studies
elated to fungi. For example, Webb et al. [35] showed that the
eteriogenic fungus Aureobasidium pullulans adhered more to
ubstrata of increasing hydrophobicity. This was also observed
y Klotz et al. [8] with C. albicans adhering to different inert
lastic surfaces. On such polymeric surfaces, it was assumed
hat adhesion was governed by attractive Lifshitz-van der Waals
nteractions [12]. Here, whatever the yeast type, τW50% values
ere close for both polymers (Fig. 5), despite a higher γLWS
or polystyrene (39.6 ± 1.0 mJ/m2 versus 26.3 ± 1.1 mJ/m2 for
olypropylene), which led to increased Lifshitz-van der Waals
nteractions, thereby expecting a higher cell adhesion. How-
ver, polystyrene also exhibited an electron-donor component
7.4 ± 4.1 mJ/m2) which promoted unfavourable polar interac-
ions, counterbalancing the effect of Lifshitz-van der Waals
orces. The role of the yeast surface hydrophobicity was also
eported, especially for Candida species [9,36]. Surprisingly, in
he present study, hydrophobic type II-yeast adhered less to both
olypropylene and polystyrene than hydrophilic type I.
Furthermore, although stainless steel and polystyrene exhib-
ted nearly identical γLWS , γ
+
S and γ
−
S components (Table 1),
otally different detachment characteristics were obtained for
tainless steel. Indeed, in the experimental range tested, it was
ot possible to determine τW50% since it was largely higher
han the maximal applicable wall shear stress. For polystyrene,
τW50% value of 76.5 ± 5.7 Pa was found.
It should be remembered that all these first experiments
ere achieved with industrial yeast cells, just rehydrated in
aline solutions. Little is known about the procedures applied
or cultivating, drying and conditioning yeast. In particular, the
nfluence of process conditions on the possible modificationsFirst, for both polymers, the wall shear stress threshold, pre-
iously revealed for simply rehydrated yeast, was not observed
ere: a low shear stress of 5 Pa enabled the removal of more than
0% of the adhering cells (data not shown).
Values of τW50% obtained with the type I-cultured yeast
ells for glass, polypropylene, polystyrene and stainless steel
or an ionic strength of 150 mM and a pH of 5.5 are dis-
layed in Fig. 6. Unlike the experiments that used rehydrated
east, τW50% was here easily determined for polypropylene
nd polystyrene since cell detachment higher than 50% sys-
ematically occurred in the experimental range tested (for stain-
ess steel, see below). Regardless of the material tested, yeast
dhesion was drastically reduced once cells had been cul-
ured. For example, for polypropylene, τW50% was 1.1 ± 1.9
ig. 6. τw50% values (Pa) obtained for type I-cultured yeast cells ( ) on the four
upports studied, at pH 5.5 and an ionic strength of 150 mM NaCl.
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and 73.8 ± 15.3 Pa for type I-cultured and simply rehydrated
yeast cells, respectively, whereas their surface properties were
close (Fig. 2). The same trends were observed for glass
and polystyrene (glass: τW50% = 0.05 ± 0.01 and 3.0 ± 0.5 Pa;
polystyrene: τW50% = 1.8 ± 0.9 and 76.5 ± 5.7 Pa for cultured
and rehydrated yeasts, respectively). This confirmed the great
influence of the culture, drying and/or conditioning proce-
dures on the cell wall integrity and physico-chemistry. As a
consequence, the necessity to work with biologically active
cells was here clearly stressed. Cultured cells exhibited a 50%
higher mean diameter than the rehydrated ones (5.3 ± 1.0 and
7.9 ± 1.1m for type I-rehydrated and cultured cells, respec-
tively). As reported by De´cave´ et al. [29], an increase in the
cell size has two opposite effects. On the one hand, the total
cell–substrate interaction energy is expected to increase with
the cell contact area and, on the other hand, the total drag force
of the fluid on the cell is also enhanced. The drag force FH
exerted by a laminar liquid flow on a spherical particle of radius
“a” adhering to a wall is given by O’Neil [39] as follows:
FH = 32a2τW50%. (4)
Under the assumption that the contact area is proportional
to the particle radius [24], it is obvious that a larger yeast cell
will preferentially be removed from the solid surface for given
flow conditions. It was here shown that size-corrected detach-
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was observed. Although no clear explanation for the high cell
adhesion and the large variability can be given for the moment,
it may be speculated that the composition of stainless steel and
the structures present on the yeast cell wall play a role in the
observed phenomena. A few authors have already reported inter-
esting results both on bacteria and fungi. For example, Flint et
al. [40] showed that streptococci were preferentially attached to
stainless steel and zinc substrata compared to other metal and
glass surfaces. Furthermore, 10-fold more bacteria adhered to
316L than to 304L grade stainless steel. The authors attributed
this discrepancy to the metal composition. In fact, they pointed
out that the molybdenum content, which is the major difference
between the two grades, could affect the nature of the oxide
coat on the stainless steel surface and therefore influence bac-
terial adhesion. The role of surface proteins on the adhesion of
yeast to solid supports has recently been investigated. Reynolds
and Fink [5] first demonstrated that S. cerevisiae attachment
to plastic required Flo11p, a member of a large family of fun-
gal cell surface glycoproteins. They disrupted FLO11, a yeast
gene encoding a cell surface glycoprotein involved in adhesion
to agar, invasive growth and filamentous growth [41,42] and
FLO8, a yeast gene that encodes a regulatory protein required
for FLO11 expression [43]. They showed that isogenic strains
lacking either FLO11 (flo11∆) or FLO8 (flo8∆) adhered poorly
to wells of a 96-well polystyrene plate. The same kind of result
was obtained by Li and Palecek [6] using a parallel plate flow
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sent profiles for type I-rehydrated and cultured yeasts were not
uperimposable (data not shown), thus demonstrating that the
ell size was not the most relevant parameter to explain adhe-
ion differences.
With cultured yeast cells which exhibited hydrophilic char-
cteristics (Fig. 2) and as previously observed for rehydrated
east, adhesion was minimal for the glass surface, due to
epulsive electron-donor/electron-donor interactions. The sim-
larity between polypropylene and polystyrene was confirmed
ince τW50% values were nearly identical (1.1 ± 1.9 Pa for
olypropylene and 1.8 ± 0.9 Pa for polystyrene) (Fig. 6). It was
emonstrated that, for glass and polymers, cell adhesion was
ubstratum-dependent and driven by the balance between the
ifshitz-van der Waals and Lewis acid/base interactions, as
reviously observed by Vernhet and Bellon-Fontaine [12]. For
tainless steel, an important point to deal with concerned the
arge variability, demonstrated by the higher standard deviation
n the τW50% value than that obtained for other supports (Fig. 6).
nlike in experiments dedicated to simply rehydrated yeast, cell
emoval was observed here. However, the detachment efficiency
aried over the whole range 25–100% for the maximal wall shear
tress of 80 Pa (data not shown). Since 50%-cell detachment was
ot systematically reached, it was necessary to estimate τW50%
y applying the procedure previously developed for rehydrated
ells adherent to polymers. On that basis, the difference between
tainless steel and polystyrene in terms of τW50% was confirmed
Fig. 6).
Among all the materials tested, the stainless steel surface pre-
ented a high specificity, characterized by a strong – although
ighly variable – adhesion of yeast. A lack of correlation
etween its overall surface properties and those of yeast cellshamber, confirming that Flo11p is one of the proteins that medi-
te yeast adhesion to polystyrene. The possible application of
hese mechanisms to the adhesion of S. cerevisiae to stainless
teel should be explored in detail in the future.
. Conclusion
In this study, the adhesion of S. cerevisiae to 316L stain-
ess steel was examined with a view to determining the relative
nfluence of the yeast surface properties and the support char-
cteristics, under a well-controlled physico-chemical environ-
ent. To this aim, the shear-induced detachment of yeast cells
as examined, on the one hand by testing non-metallic supports
s control (glass, polypropylene, polystyrene), which covered a
road range of surface properties (surface free energy, topogra-
hy) and, on the other hand, by comparing adhesive behaviours
f simply rehydrated and cultured yeast cells. Cell adhesion was
uantified through the parameter τW50%, which was defined as
he wall shear stress required to remove 50% of the cells initially
dhering to the solid surface. Regardless of the material used,
east adhesion was shown to be drastically reduced, once cells
ere cultured. It was concluded that unspecified “sticky” com-
ounds, initially present in the culture medium or formed during
he drying process, could dramatically alter the surface proper-
ies of rehydrated yeast since they remained strongly adsorbed
o the cell surface even after the successive washings of the
ell suspension before use. This modified the adhesion of yeast
oth to stainless steel and non-metallic supports. The neces-
ity to work with biologically active yeast cells, coming from
resh cultures and presenting a cell surface free of any unde-
irable compounds, was thus clearly established. It was also
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demonstrated that the roughness of the solid surface was not the
most relevant parameter to explain differences in cell adhesion
since the discrepancy in Ra values was negligible with respect
to the size of yeast. Among all the materials tested, the speci-
ficity of 316L stainless steel was clearly established. Indeed,
for glass and polymers, S. cerevisiae adhesion was shown to be
substratum-dependent and driven by the balance between the
Lifshitz-van der Waals and Lewis acid/base interactions. Even
though stainless steel and polystyrene exhibited nearly identi-
cal overall surface properties, the metallic support promoted a
totally distinct behaviour, characterized by a strong – although
highly variable – adhesion of yeast. It could be that adhesion of
S. cerevisiae to stainless steel is not mediated by usual physico-
chemical interactions but rather by specific interactions involv-
ing metallic components of the solid surface and structures of
the yeast cell wall such as adhesins. Further work will be focused
on these interactions by testing other metallic surfaces and cell
wall glycoprotein mutants. Applying methods like X-ray pho-
toelectron spectroscopy and atomic force microscopy will give
valuable information at the nanometer scale, thus opening new
opportunities.
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ABSTRACT 
 
The present paper focused on the quantification of the adhesion force between Saccharomyces 
cerevisiae yeast cells and polystyrene, using laboratory and industrial yeast strains, in a 
suspending medium of high ionic strength (150 mM NaCl). To this end, shear-flow induced 
detachment experiments, performed in a flow chamber, were combined with a simplified 
version of a theoretical model, based on the balance of hydrodynamic forces and torque 
exerted over yeast cells. It was assumed that yeast adhesion to solid surfaces is mediated by 
surface proteins and a characteristic thickness of the protein meshwork was thus introduced 
(25.0 ± 2.5 nm). The experimental determination of the wall shear stress required to remove 
50 % of the cells initially adherent to polystyrene allowed the estimation of the adhesion 
force. On this basis, adhesion forces of 6 ± 2 nN and 11 ± 8 nN were obtained for laboratory 
and industrial strains respectively, reflecting the non-specific interactions, such as Lifshitz-
van der Waals and Lewis acid/base interactions, between yeast cells and the polymeric 
surface. The force magnitude was in the experimental range reported in the literature 
(between 1 and 50 nN), for a wide variety of solid surfaces and bacterial or fungal species. 
The mechanism for yeast detachment was established (mainly rolling). The flow chamber and 
the associated theoretical modelling were thus demonstrated to be a relevant approach to 
quantify physico-chemical interactions between biological and physical surfaces. 
 
Key words: adhesion force, yeast, hydrodynamic method, detachment 
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INTRODUCTION 
 
Adhesion of microorganisms to surfaces is ubiquitous and known to play an important role in 
a wide variety of environments, including food-processing equipment (Briandet et al., 1999-
a), ship hulls (Cooksey and Wigglesworth-Cooksey, 1995), biomedical implants (Harkes et 
al., 1991) and wastewater plants (Characklis, 1973). The adhesion of microorganisms occurs 
by two mechanisms. As an organism approaches a surface, it will be exposed to generic non-
specific physico-chemical forces, as usually described by (i) the Derjaguin, Landau, Verwey 
and Overbeek (DLVO) theory, which accounts for electrostatic and van der Waals 
interactions and (ii) the thermodynamic approach which considers the balance of interfacial 
free energies between the different partners. On closer surface proximity, specific interactions 
take place, often involving surface structures of the cell such as pili, fimbriae and other 
appendages. The relative importance of specific and non-specific interactions in cell adhesion 
remains to be comprehensively understood. Mechanisms are influenced by the substratum 
properties such as hydrophobicity (Webb et al., 1999), net surface charge and roughness 
(Coquet et al., 2002), the cell surface properties (Briandet et al., 1999-b; Gallardo-Moreno et 
al., 2002) and the electrolytic environment. Theoretical predictions using DLVO and 
thermodynamic approaches have only been marginally successful in describing cell adhesion. 
The same conclusion holds for the so-called extended DLVO theory which accounts for short-
range acid/base interactions (van Oss, 1996). Consequently, there is clearly a need to improve 
the prediction and control of microbial adhesion. In particular, quantitative information on the 
magnitude of the interaction forces between bacteria and/or fungi and a solid surface is 
required.  
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Atomic Force Microscopy (AFM) has recently emerged as a powerful tool to measure 
interaction forces involved in bacterial adhesion (Fang et al.; 2000; Ong et al., 1999; Senechal 
et al., 2004) and adhesion of fungi (Bowen et al., 2001; Emerson and Camesano, 2004). 
Complementary to AFM, the flow chamber has turned out to be an effective tool for studying 
microbial adhesion to surfaces (Busscher and van der Mei, 1995; McClaine and Ford, 2002). 
With the aid of optical microscopy, ultra-long-working-distance objectives, image analysis 
and controlled hydrodynamics, microbial adhesion can be monitored in situ in real time and 
accurately quantified taking into account the physico-chemical and biological conditions. In 
the study of Guillemot et al. (2006), shear-induced detachment experiments were carried out 
in a flow chamber, using of S. cerevisiae yeast cells in adhesive contact with a 316L stainless 
steel surface. In order to elucidate the role of stainless steel, non-metallic supports 
(polypropylene, polystyrene and glass) were used as control, covering a broad range of 
surface properties. Under given environmental conditions (pH, ionic strength), considering 
industrial rehydrated or cultured yeast cells, it was shown that stainless steel promoted a 
specific behaviour which was characterized by a strong yeast adhesion, i.e. no significant 
yeast detachment even with a maximal applied wall shear stress of 80 Pa. 
 
However, when dealing with microorganisms, the detachment experiments performed in a 
flow chamber are rarely further interpreted in order to obtain quantitative information about 
the magnitude of the interaction forces between bacteria or fungi and solid substrata. This 
contrasts with studies regarding the quantification of specific biological interactions, such as 
ligand/receptor interactions (Cozens-Roberts et al., 1990; Kuo and Lauffenburger, 1993) or 
fibrin/fibrin molecular interactions (Lorthois et al., 2001). In such studies, a model, based on 
the mechanical equilibrium between adhesion and hydrodynamic loads (i.e., forces and 
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torques), was developed, which enabled to correlate the shear stress that causes the 
detachment of the particles (ligand-coated particles for example) to the adhesion force.  
 
In the present paper, shear-flow induced detachment experiments were combined with a 
simplified version of the adhesion model developed by Lorthois et al. (2001) in order to 
determine the adhesion force between S. cerevisiae yeast cells and polystyrene in a 
suspending medium of high ionic strength (NaCl 150 mM). The model was based on the 
balance of hydrodynamic forces and torque exerted over biological particles. The flow 
chamber was carefully designed to completely control the hydrodynamics, i.e., to have a fully 
developed laminar two-dimensional Poiseuille flow. This resulted in the accurate knowledge 
of hydrodynamic forces and torque acting on individual cells (Lorthois et al., 2001).  
 
Shear-flow induced detachment experiments of a S. cerevisiae laboratory strain in adhesive 
contact with polystyrene were performed under given physico-chemical conditions (150 mM 
NaCl, pH=5.5). On this basis, the adhesion force was estimated and compared with previously 
published data on an industrial yeast strain (Guillemot et al., 2006). Physico-chemical 
characterization of the cell surface (charge, hydrophobicity and Lewis acid/base components) 
was used to support the detachment results. 
 
 
THEORETICAL FRAMEWORK 
 
In order to interpret the experimental results in terms of net adhesion force of yeast cells on 
polymeric substrata, it is necessary to determine the relationship between net adhesion force 
and wall shear stress at detachment. To this end, the hydrodynamic forces and torques exerted 
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by fluid flow on yeast cells have to be known. Moreover, the contact area between the cell 
and the flat polymeric surface should be determined. A model was proposed by Lorthois et al. 
(2001) to estimate the net adhesion force of fibrin-coated spherical latex beads on fibrin-
coated flat surface. In the present paper, this model is also applied, assuming that the yeast 
cells are spheres of radius r. Thus, the contact area is a circular disc defined by its radius a. To 
determine the radius of the contact area, several assumptions must be formulated. Firstly, the 
yeast cell surface can be considered as rigid so that no deformation occurs. Mechanical 
properties of the S. cerevisiae cell wall were measured by Smith et al. (2000-a) using 
compression experiments in conjunction with the initial radial stretch ratio and the initial 
wall-thickness to cell-radius ratio. The data were analysed with a mechanical model (Smith et 
al., 2000-b) and the mean Young's modulus (E) was found to be 150 ± 15 MPa. Secondly, in 
the present case, the existence of bonds between the cell surface and the substratum 
(essentially through proteins of the yeast cell wall) defines the contact area, i.e., the area 
where such bonds are present (Hammer and Lauffenburger, 1987; Cozens-Robert et al., 1990; 
Kuo and Lauffenburger, 1993). Thirdly, it is assumed that the roughness of polystyrene is 
small compared to the characteristic thickness (  ) of the protein meshwork binding the yeast 
cell to the polymeric plate (this point will be discussed in the section “Discussion”). 
Therefore, as shown in Figure 1, we have: 
 
( )222 rar −+=           (1) 
As   is negligible compared to r, we obtain: 
 
r2a =            (2) 
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Such a simplification, adopted by Lorthois et al. (2001), was more recently considered by 
Décavé et al. (2005). 
 
Finally, using the classical expression of hydrodynamic drag, torque at sphere centre, and lift 
in the ideal case of a laminar infinite linear shear flow over a single spherical particle in 
contact with an infinite plane wall at rest (O’Neill, 1968; Krishnan and Leighton, 1995), 
Newton’s second law gives (Lorthois et al., 2001): 
 
w
2
ad r0.32cosF τ=α          (3) 
w
3
ad r9.43sinaF τ=α          (4) 
In these expressions, α is the angle which defines the direction of deformation of the material 
constituting the sticking layer (see Figure 1). It can be noticed that equations (3)-(4) still hold 
in the case of the three-dimensional laminar flow past an array of uniformly distributed 
spheres that are adherent to the bottom plate of a parallel plate flow channel if the ratio of r to 
the height of the flow channel is less than 1/15 and if the interparticular distance is greater 
than 5r (Brooks and Tozeren, 1996). Both conditions are fulfilled in our experiments. 
 
Eliminating α between these two relationships leads to: 
 

r9641024r
F
2
ad
w
+
=τ          (5) 
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Thus, the magnitude of the net adhesion force can be determined from the experimental 
measurement of the wall shear stress required to remove 50% of the initially adhered yeast 
cells, denoted %50wτ , using the following equation: 
 

r9641024rF 2%50wad +τ=         (6) 
 
 
MATERIAL AND METHODS 
 
Yeast strain and culture 
 
The strain used in this work was S. cerevisiae BY4741 which genotype is MATa his31 
leu20 met150 ura30 (Brachmann et al., 1998). 
 
Cultures were prepared for detachment experiments by placing a few colonies of BY4741 
strain into 100 mL of YEPD broth (1% Yeast Extract (Biokar Diagnostics, Pantin, France), 
2% anhydrous glucose (Rectapur Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France) and 1% bactopeptone 
(Difco, Le Pont-De-Claix, France) in a 500 mL-baffled Erlenmeyer flask and incubated 
overnight at 30°C and 70 rpm. This culture was then used to inoculate a second flask of YEPD 
broth, which was incubated under the same conditions for 48 h until the stationary growth 
phase was reached (final cell concentration of about 6.5 g/L). Yeast cells were collected by 
centrifugation for 2 minutes at 14500 rpm (Minispin plus, Eppendorf, Hambourg, Germany), 
washed twice, resuspended in physiological saline (150 mM NaCl) and diluted just before the 
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experiment. The final pH was about 5.5.  
 
Surface properties of the yeast cells 
 
Determination of the hydrophobic and Lewis acid/base properties of the yeast cells 
To determine the hydrophobic and Lewis acid (i.e., electron acceptor)/base (i.e., electron-
donor) properties of the yeast, S. cerevisiae cells were subjected to the partitioning procedure 
described by Bellon-Fontaine et al. (1996) and defined as the “Microbial Adhesion to 
Solvents” (MATS) method. Affinity to the following two pairs of solvents of similar Lifshitz-
van der Waals surface tension components was compared: (i) the apolar solvent hexadecane 
and its paired acidic monopolar solvent, chloroform and (ii) the apolar solvent decane and its 
paired strongly basic, monopolar solvent, ethyl acetate. Because of the surface tension 
properties of these solvents, differences between the affinity for chloroform and hexadecane 
and the affinity for ethyl acetate and decane indicated an electron-donor or an electron-
acceptor properties of the yeast surface, respectively. The hydrophobic (or hydrophilic) 
character was revealed by the affinity for apolar solvents. The experimental procedure has 
been described previously (Mercier-Bonin et al., 2004). Briefly, MATS analysis was 
performed under the same ionic conditions (i.e., NaCl 150 mM) as the detachment 
experiments and the percentage of cells bound to a given solvent (or the affinity) is expressed 
as: 
 
% affinity = 100 x (1- A/A0)         (7) 
where A0 is the initial optical density of the yeast suspension measured at 620 nm and A the 
optical density of the same suspension after water-solvent separation. Each assay was 
performed in triplicate. 
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Measurement of the electrophoretic mobility 
Zeta-potentials were deduced from electrophoretic mobility measurements using the 
Smoluchowski equation. Stationary phase-cells, suspended in 1.5 or 10 mM NaCl solution, 
were washed twice as described above. Their electrophoretic mobility was measured at pH 5.5 
and 25°C using a laser zetameter (ZetaCompact, CAD Instrumentation, Les Essarts le Roi, 
France) under a 80 V electric field. Results were based on an automated video analysis of 
about 100 particles. All measurements were recorded five times and averaged. 
 
Solid surfaces and cleaning procedures 
 
Polystyrene (Goodfellow SARL, Lille, France) was used as a 210 x 90 x 1.2 mm plate. Before 
adhesion assays, the polymer was soaked for 5 min in the alkaline detergent Micro 90 
(Fischer Bioblock Scientific, Illkrich, France) 1% (v/v) at 40°C, washed with 50°C and 20°C 
tap water and then distilled water, and air-dried for 1 h under a vertical flow hood (Cytosafe 
2000, Faster, Cornadero, Italy). 
 
Experimental set-up 
 
The experimental set-up has previously been described in detail (Lorthois et al. 2001). 
Briefly, the chamber consisted in the polymeric plate (thickness 1.2 mm), a hollowed stainless 
steel shim (210 x 90 x 0.2 mm) for channelling the fluid flow and an upper Plexiglas plate 
(210 x 90 x 4 mm). The three plates were held together with aluminium clamps. The 
rectangular flow channel in which adhesion of yeast cells was analyzed followed a diverging-
converging shape, in order to ensure uniform flow at the entrance of the channel rectangular 
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part. In the observation area, located in the central region of the flow channel, the uniform 
wall shear stress τw was given by:   
lh4
Q3
2W
µ
=τ
            (8) 
where µ is the fluid dynamic viscosity (Pa.s), Q (m3/s) is the flow rate, l and h are respectively 
the channel half-width and half-height (m).  
 
Detachment experiments 
 
The chamber was assembled and fixed on the stage of an optical microscope (Olympus BX51, 
Olympus France S.A.S, Rungis, France) equipped with a 20x ultra-long working distance 
objective. Images obtained from the microscope operating in the transmission mode were 
recorded by a 3.3 MPixels CCD-camera (Color View I, Olympus Soft Imaging Solutions 
GmbH, Münster, Germany). The flow chamber was filled with the saline solution (150 mM 
NaCl, pH=5.5). 150 µL of yeast cells were slowly injected into the flow chamber and allowed 
to settle under gravity for 20 minutes. The contact time, which was defined as the lapse of 
time between the end of the settling phase and the beginning of the detachment experiment, 
was fixed at 1 h.  
 
The detachment experiments were carried out at room temperature. The operating protocol 
has already been described in detail by Mercier-Bonin et al. (2004) and Guillemot et al. 
(2006). Briefly, after the 1 h-contact time, the flow rate (Q) of the saline solution (150 mM 
NaCl, pH=5.5), measured by weighing the fluid output on an electronic balance, was 
increased in a stepwise manner, with a duration of 3 min for each step (Guillemot et al., 
2006). The applied shear stress τW was calculated using equation (8) and varied in the range 
0-100 Pa. At the end of each shear stress step, the number of yeast cells remaining adherent to 
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polystyrene was counted by means of optical microscopy and an image acquisition software, 
using several complementary criteria for yeast selection (Guillemot et al., 2006). The number 
of cells remaining adherent to the surface (normalized by the initial number of cells present in 
the observation area, which was about 80) was plotted as a function of the applied wall shear 
stress. Each experiment was performed at least in triplicate on independently grown cultures. 
 
 
RESULTS  
 
 
Surface properties of yeast cells 
 
Physico-chemical characterization of the BY4741 stationary phase-cells was carried out by 
evaluating their surface electrical properties, from the information given by the zeta-potential, 
and by estimating their surface hydrophobicity and electron-donor/electron-acceptor 
components, derived from the MATS method. 
 
The zeta potentials for a variable ionic strength (1.5 and 10 mM NaCl) and a pH of 5.5 are 
presented in table 1. It should be noted that some measurements were carried out at an ionic 
strength of 150 mM NaCl in order to match the electrolytic environment of the detachment 
experiments. However, a large variability of results was observed, which was prejudicial to a 
rigorous analysis. Corresponding data were thus rejected.  
 
Zeta-potentials of yeast cells were negative and inversely related to ionic strength, due to 
screening of the surface charge by counter-ions. This feature is generic of ionic double layers 
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and consistent with expectations based on the classical DLVO theory. The surface charge of 
yeast cells is attributed to the mannosylphosphate residues which confer a net negative charge 
to cell wall mannoproteins (Jigami and Odani, 1999). 
 
MATS results are displayed in Figure 2. The affinity of yeast cells to the apolar solvents was 
in the range 20%-40%, indicating their mildly hydrophilic nature. Hydrophilicity was thus 
lower than that observed for the industrial strain (Guillemot et al., 2006). Furthermore, cells 
exhibited a higher affinity to chloroform than to hexadecane, indicating their electron-donor 
property. In the same way, cell affinity was almost identical for ethyl acetate and decane, 
demonstrating that the electron-acceptor component was weak.  
 
Shear flow-induced detachment of yeast cells from polystyrene: quantification of the 
adhesion force 
 
The detachment profile obtained for BY4741 stationary-phase yeast cells for polystyrene at an 
ionic strength of 150 mM NaCl and a pH of 5.5 is presented in figure 3. In the conditions 
under study, electrostatic interactions were strongly inhibited by the high ionic strength and 
adhesion was driven by the balance between the Lifshitz-van der Waals and Lewis acid/base 
interactions. As previously reported for the industrial yeast strain (Guillemot et al., 2006), no 
wall shear stress threshold (i.e., wall shear stress under which no yeast removal occurred) was 
observed: increasing the wall shear stress continuously decreased the fraction of adherent 
cells. The yeast adhesion, which was significantly higher than that observed for a hydrophilic 
glass surface under the same physico-chemical conditions (results not shown), was related to 
the surface properties of both the substratum (mildly hydrophobic, as demonstrated using 
contact angle measurements by Guillemot et al., 2006) and the yeast strain (mildly 
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hydrophilic, see figure 2). It should be noted that the adhesive bond between polystyrene and 
yeast cells could strengthen over time during the detachment experiment, due to bond aging 
(Meinders et al., 1992; Vadillo-Rodríguez et al., 2004). On the basis of previous works on 
yeast cells (Mercier-Bonin et al., 2004; Guillemot et al., 2006), detachment data were then 
interpreted by evaluating the wall shear stress needed to remove 50 % of the cells initially 
adherent to polystyrene (τw 50%). A value of 2.84 ± 0.43 Pa was obtained (table 2). For the 
hydrophilic industrial yeast strain adhering to polystyrene under the same physico-chemical 
conditions, a τw 50% value of 1.80 ± 0.90 Pa was previously reported (Guillemot et al., 2006). 
 
Finally, the so-obtained τw 50% value may be used to calculate the net adhesion force, taking 
into account the cell radius and the thickness of the protein meshwork (25.0 ± 2.5 nm) (see 
equation (6)). The corresponding values for BY4741 laboratory and industrial yeast strains are 
reported in table 2. For BY4741 yeast cells, the adhesion force was 6 ± 2 nN, which was of 
the same order of magnitude as the value determined for the industrial strain (11 ± 8 nN).  
 
DISCUSSION 
 
First, the mechanism for yeast detachment had to be elucidated. From a general point of view, 
as presented in the section “theoretical framework”, a spherical particle adherent to a plane 
wall under shear flow is submitted to hydrodynamic drag, torque and lift. These three effects 
contribute to particle detachment. The mechanism of detachment of the particle can be 
sliding, rolling or lifting depending on the relative magnitude of the aforementioned three 
effects (see Figure 4). Under the experimental conditions tested, a yeast cell, adherent to the 
polymeric surface under laminar shear flow, cannot be detached by lifting since the lift force 
is always negligible compared to the drag force. It is not possible to experimentally 
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characterize the mechanism of detachment, due to the microscopic size of the yeast cell. 
However, it was theoretically demonstrated that rolling mechanism is all the more expected as 
the particle radius increases, when the contact between the particle and the support follows a 
dry friction law (Gie, 1964; Elzo, 1994). Unfortunately, the characteristic radius which 
promotes the rolling mechanism cannot be here determined since it depends on friction 
coefficients between the particle and the solid surface.  
 
In the present paper, the model applied to determine the adhesion force does not make any 
assumption on the mechanism of detachment and the relationship (6) giving the net adhesion 
force is valid whatever the mechanism involved. However, this mechanism is related to the 
value of α at detachment: α tends toward 2/pi  when the detachment implies pure rolling and 
toward 0 when pure sliding is involved (Lorthois et al., 2001). The mechanism for cell 
detachment can be elucidated by combining equations (3) and (4): 
 
r
03.1
sin
cos 
=
α
α
          (9) 
 
As   is small compared to r, α is close to 2/pi  and yeast detachment is therefore mainly 
controlled by rolling. 
 
Furthermore, the model is based on the assumption that yeast adhesion is mediated by 
surface proteins. Numerous works in the literature demonstrated that proteins on the outer 
surface of bacteria played an important role in the initial attachment to a solid surface (Flint 
et al., 1997; Caccavo, 1999; Schembri et al., 1999; Ercal et al., 2001; Lower et al., 2005; 
Pradier et al., 2005). For yeast and fungi, increasing attention has been paid to the role of 
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surface proteins. Mannoproteins were demonstrated to determine most of the yeast surface 
properties (Zlotnik et al., 1984) and recently, Yin et al. (2005) identified 19 covalently bound 
cell wall proteins in S. cerevisiae. In terms of yeast adhesion to solid surfaces, Reynolds and 
Fink (2001) first demonstrated that S. cerevisiae attachment to plastic required the cell 
surface glycoprotein Flo11p, involved in adhesion to agar, invasive growth and filamentous 
growth (Lo and Dranginis, 1998; Guo et al., 2000). Indeed, they disrupted FLO11, a yeast 
gene encoding the glycoprotein and FLO8, a yeast gene that encodes a regulatory protein 
required for FLO11 expression (Liu et al., 1996). They showed that isogenic strains lacking 
either FLO11 (flo11∆) or FLO8 (flo8∆) adhered poorly to wells of a 96-well polystyrene 
plate. The same kind of result was obtained by Li and Palecek (2003) using a parallel plate 
flow chamber, thus confirming that Flo11p is one of the proteins that mediate yeast adhesion 
to polystyrene. Reynolds and Fink (2001) also measured the hydrophobicity of the FLO11wt 
and flo11∆ strains and observed that FLO11wt cells were more hydrophobic. They concluded 
that Flo11p might increase the adhesion of S. cerevisiae to polystyrene through an 
enhancement of the hydrophobic interactions. 
 
On the basis of these literature data, the thickness of the mannoprotein meshwork was chosen 
to represent the characteristic length of the area binding the cell to the solid surface (  ), 
which is needed for evaluating the adhesion force between yeast and polystyrene. A value of 
25.0 ± 2.5 nm was considered. This is a rough but realistic estimation, deduced from a SEM 
photograph published in the pioneer work of Zlotnik et al. (1984). A roughness of 5 nm was 
previously found for polystyrene (Guillemot et al., 2006), which was much lower than the   
value, thereby verifying the assumption of the theoretical model related to the determination 
of the contact area radius (see the “theoretical framework” section). We should note that the 
thickness of 25.0 ± 2.5 nm is a sensitive parameter which has a great influence on the 
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adhesion force (see equation (6)). It will be further necessary to experimentally verify the 
above value by investigating the surface structure and nanomechanical properties of S. 
cerevisiae, for example by AFM (Gaboriaud et al., 2005). 
 
Another point to deal with concerned the variation of the τw 50% parameter with the yeast type. 
For the BY4741 laboratory yeast strain, a τw 50% value of 2.84 ± 0.43 Pa was obtained, which 
was slightly higher than the result reported by Guillemot et al. (2006) for the hydrophilic 
industrial strain adhering to polystyrene under the same physico-chemical conditions (1.80 ± 
0.90 Pa). This discrepancy could be explained not only by the difference in strain 
hydrophilicity but also by the effect of cell radius (2.58 ± 0.49 µm and 3.95 ± 0.55 µm for the 
laboratory and industrial yeast strains respectively). The cell size influences the magnitude of 
the drag force (D) exerted by the laminar liquid flow on the yeast: for given flow conditions, a 
larger yeast cell will preferentially be removed from the solid surface, i.e., the τw 50% value 
will be lower. However, the differences between the cultured industrial and laboratory strains 
remained weak, compared to the values reported by Guillemot et al. (2006) for rehydrated 
industrial yeast cells: 76.50 ± 5.70 Pa and 24.50 ± 6.80 Pa for types I (the present one) and II 
respectively. This discrepancy could not be attributed to the effect of the cell size. The authors 
then postulated that unavoidable “sticky” compounds (residual components of the culture 
medium or produced after desiccation) were present on the cell wall, which could not be 
completely removed during the successive washings of the rehydrated cell suspension before 
use. One can also imagine an in situ release of macromolecular compounds by the adhering 
rehydrated yeast, which ensured cell anchorage to the polystyrene surface, as it was 
previously demonstrated by Dufrêne et al. (1996) for Azospirillum brasilense. 
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The adhesion force was of the same order of magnitude, whatever the yeast type: 6 ± 2 nN for 
the BY4741 laboratory strain and 11 ± 8 nN for the industrial one. This could be interpreted 
by the combined effects of cell size and detachment ability, as previously explained (see also 
equation (6)). Furthermore, estimated forces were in the experimental range (between 1 and 
50 nN) reported for a wide variety of solid surfaces and bacterial or fungal species, using 
AFM as the investigation tool. As pointed out by Vadillo-Rodriguez et al. (2005), it should, 
however, be preliminarily mentioned that the interaction develops in a different way when a 
microorganism is forced into contact with the tip surface, like in AFM, as compared with 
contacts developing between a cell surface and a macroscopic substratum under flow. 
Keeping this difference in mind, some interesting results have been published in the literature 
for bacteria: Fang et al. (2000) reported that the adhesion force between silicon nitride tip and 
sulphate-reducing bacteria was in the range from 3.9 to 4.3 nN. The role of hydrophobic 
interactions in bacterial adhesion at a microscopic level was pointed out by Ong et al. (1999), 
determining the interaction forces between Escherichia coli-coated AFM probes and solids of 
different surface hydrophobicity. Senechal et al. (2004) developed a method using AFM in 
liquid, that allowed individual live cells to be removed from a polymeric surface through the 
application of increasing force using unmodified cantilever tips. The lateral force required to 
detach Enterococcus faecalis from a solid substratum differed depending on the nature of the 
polymeric surface: a force of 19 ± 4 nN was required to detach cells from polyurethane, 6 ± 4 
nN from polyamide and 0.7 ± 0.3 nN from PTFE. The authors concluded that the surface 
wettability was inversely proportional to the strength of adhesion. For yeast and fungi, 
nanoscale interactions using AFM have also been successfully quantified. Emerson and 
Camesano (2004) focused on microbial infections of medical implants and characterized the 
adhesion of hydrophilic C. parapsilosis yeast cells (an emergent nosocomial fungal pathogen) 
immobilized on AFM cantilevers to hydrophobic silicone. The authors measured attractive 
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forces of 4.30 ± 0.25 nN, which were close to the values obtained in the present work. In their 
pioneer work, Bowen et al. (2001) reported an adhesion force of 46.6 ± 20.8 nN between S. 
cerevisiae and a hydrophobic methylsilane-modified mica surface in a saline solution (10-2 
NaCl, pH=5.0). For the control bare surface (hydrophilic), a lower adhesion force of 10.2 ± 
9.0 nN was obtained. Differences in experimental conditions could explain the discrepancy 
between their data set and our own results. In particular, exponential phase-yeast cells were 
considered in their work (stationary-phase yeast cells in the present study) and the influence 
of cell life cycle stage on adhesion was also demonstrated by the same authors (Bowen et al., 
2001).  
 
The force level corresponded to non-specific physico-chemical interactions (Lifshitz-van der 
Waals and Lewis acid/base interactions) between yeast cells and polystyrene. In the work 
reported by Li and Palecek (2003), the role of Flo11p was highlighted as one of the major 
proteins mediating hydrophobic interactions between S. cerevisiae and polystyrene. In their 
study, the wild type strain was hydrophobic whereas, in the present case, the BY4741 yeast 
strain presented mildly hydrophilic surface properties. It will be thus further valuable to 
extrapolate the approach combining the flow chamber and the theoretical modelling to other 
yeast strains, such as those used by Li and Palecek (2003) in order to determine the kind of 
interactions between yeast cells (and especially surface proteins) and polystyrene at a 
molecular scale. Some interesting data have been reported in the literature for proteins in 
solution. For instance, Norde and Giacomelli (2000) observed that, upon BSA adsorption 
from aqueous solution onto negatively charged polystyrene particles, the relatively 
hydrophobic core of the dissolved BSA molecule could open up in order to expose 
hydrophobic amino acid residues at the hydrophobic polystyrene surface. The authors 
concluded that structural rearrangements in the BSA molecule played a major role in the 
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adsorption process, which was a direct consequence of the adaptability of BSA to changes in 
the environment. This can open new opportunities for further work on the role of proteins of 
the yeast cell wall. 
 
CONCLUSION 
 
The present paper focused on the quantification of the adhesion force between S. cerevisiae 
yeast cells and polystyrene, using laboratory and industrial yeast strains, in a suspending 
medium of high ionic strength (NaCl 150 mM). To this end, shear-flow induced detachment 
experiments, performed in a flow chamber, were combined with a simplified version of a 
theoretical model, based on the balance of hydrodynamic forces and torque exerted over yeast 
cells. It was assumed that yeast adhesion to solid surfaces is mediated by surface proteins and 
a characteristic thickness of the protein meshwork was thus introduced. The experimental 
determination of the wall shear stress, required to remove 50 % of the cells initially adherent 
to polystyrene, allowed the estimation of the adhesion force. On this basis, adhesion forces of 
6 ± 2 nN and 11 ± 8 nN were obtained for laboratory and industrial strains respectively, 
reflecting the non-specific interactions, such as Lifshitz-van der Waals and Lewis acid/base 
interactions, between yeast cells and the polymeric surface. The force magnitude was in the 
experimental range reported in the literature (between 1 and 50 nN), for a wide variety of 
solid surfaces and bacterial or fungal species, thereby confirming the relevance of the applied 
strategy. It was also demonstrated that yeast detachment was mainly controlled by rolling. 
Further work will now have to be devoted to experimentally confirm the model assumptions 
and especially the thickness of the protein meshwork. For that purpose, atomic force 
microscopy will probably give valuable information on the yeast surface properties at the 
nanometer scale. 
 22 
ACKNOWLEDGMENTS  
 
This work was supported by the FERMaT federation. The technical help of François Esteban 
and Christophe Ellero is gratefully acknowledged.  
 
 23 
REFERENCES 
 
Bellon-Fontaine, M.N., Rault, J. and van Oss, C.J., 1996, Microbial adhesion to solvents: a 
novel method to determine the electron-donor/electron-acceptor or Lewis acid-base properties 
of microbial cells, Colloid Surface B, 7: 47. 
 
Bowen, W.R., Lovitt, R.W. and Wright, C.J., 2001, Atomic force microscopy study of the 
adhesion of Saccharomyces cerevisiae, J Colloid Interf Sci, 237: 54. 
 
Brachmann, C.B., Davies, A., Cost, G.J., Caputo, E., Li, J., Hieter, P. and Boeke, J.D., 1998, 
Designer deletion strains derived from Saccharomyces cerevisiae S288C: a useful set of 
strains and plasmids for PCR-mediated gene disruption and other applications, Yeast, 14: 115. 
 
Briandet, R., Leriche, V., Carpentier, B. and Bellon-Fontaine, M.N., 1999-a, Effects of the 
growth procedure on the surface hydrophobicity of Listeria monocytogenes cells and their 
adhesion to stainless steel, J Food Prot, 62: 994. 
 
Briandet, R., Meylheuc, T., Maher, C. and Bellon-Fontaine, M.N., 1999-b, Listeria 
monocytogenes Scott A: cell surface charge, hydrophobicity, and electron donor and acceptor 
characteristics under different environmental growth conditions, Appl Environ Microbiol, 65: 
5328. 
 
Brooks, S. B., and Tozeren, A., 1996, Flow past an array of cells that are adherent to the 
bottom plate of a flow channel, Computers & Fluids, 25: 741. 
 
 24 
Busscher, H.J. and van der Mei, H.C. 1995, Use of flow chamber devices and image analysis 
methods to study microbial cell adhesion, Methods Enzymol, 253: 455. 
 
Caccavo, J.R., 1999, Protein-mediated adhesion of the dissimilatory Fe(III)-reducing 
bacterium Shewanella alga BrY to hydrous ferric oxide, Appl Environ Microbiol, 65: 5017. 
 
Characklis, W.G., 1973, Attached microbial growths. I. Attachment and growth, Water Res, 7: 
1113. 
 
Cooksey, K.E. and Wigglesworth-Cooksey, B., 1995, Adhesion of bacteria and diatoms to 
surfaces in the sea: a review, Aquat Microb Ecol, 9: 87. 
 
Coquet, L., Cosette, P., Junter, G.Y., Beucher, E., Saiter, J.M. and Jouenne, T., 2002, 
Adhesion of Yersinia ruckeri to fish farm materials: influence of cell and material surface 
properties, Colloid Surface B, 26: 373. 
 
Cozens-Robert, C., Quinn, J. and Lauffenburger, D., 1990, Receptor mediated adhesion 
phenomena: models studies with the radial-flow detachment assay, Biophys J, 58:107. 
 
Décavé, E., Demilly, M., Fourcade, B., Brucker, F., Boulangé, L. and Brechet, Y., 2005, 
Biological cell detachment kinetics from an inert substrate, Philosophical Magazine, 85: 
3173. 
 
Dufrêne, Y.F., Boonaert, C.J.-P. and Rouxhet, P., 1996, Adhesion of Azospirillum brasilense: 
role of proteins at the cell-support interface, Colloid Surface B, 7: 113. 
 25 
 
Elzo, D., 1994, Etude théorique et expérimentale de l’adhésion de particules de taille 
micronique sur une surface plane, PhD Thesis, INPT, France. 
 
Emerson, R.J. and Camesano, T.A., 2004, Nanoscale investigation of pathogenic microbial 
adhesion to a biomaterial, Appl Environ Microbiol, 70: 6012. 
 
Ercal, N., Gurer-Orhan, and Aykin-Burns, N., 2001, Toxic metals and oxidative stress part I: 
mechanisms involved in metal-induced oxidative damage, Curr Top Med Chem, 6: 529. 
 
Fang, H.H.P., Chan, K.Y. and Xu, L.C., 2000, Quantification of bacterial adhesion forces 
using atomic force microscopy (AFM), J Microbiol Methods, 40: 89. 
 
Flint, S.H., Brooks, J.D. and Bremer, P.J., The influence of cell surface properties of 
thermophilic streptococci on attachment to stainless steel, 1997, J Appl Microbiol, 83: 508. 
 
Gaboriaud, F., Bailet, S., Dague, E. and Jorand, F., 2005, Surface structure and 
nanomechanical properties of Shewanella putrefaciens bacteria at two pH values (4 and 10) 
determined by atomic force microscopy, J Bacteriol, 187: 3864. 
 
Gallardo-Moreno, A.M., González-Martin, M.L., Pérez-Giraldo, C., Garduño, E., Bruque, 
J.M. and Gòmez-García, A.C., 2002, Thermodynamic analysis of growth temperature 
dependence in the adhesion of Candida parapsilosis to polystyrene, Appl Environ Microb, 68: 
2610. 
 
 26 
Gie, H., 1964, in: Statique des solides et des fluides, J. P. Baillière and sons, editors, Paris, 
France. 
 
Guillemot, G., Vaca-Medina, G., Martin-Yken, H., Vernhet, A., Schmitz,  P and Mercier-
Bonin, M., 2006, Shear-flow induced detachment of Saccharomyces cerevisiae from stainless 
steel: influence of yeast and solid surface properties, Colloid Surface B, 49: 126. 
 
Guo, B., Styles, C.A., Feng, Q. and Fink, G.R., 2000, A Saccharomyces gene family involved 
in invasive growth, cell-cell adhesion, and mating, Proc Natl Acad Sci, 97: 12158. 
 
Hammer, D. and Lauffenburger, D., 1987, A dynamical model for receptor-mediated cell 
adhesion to surfaces, Biophys J, 52: 475. 
 
Harkes, G., Feijen, J. and Dankert, J., 1991, Adhesion of Escherichia coli on to a series of 
poly(methacrylates) differing in charge and hydrophobicity, Biomaterials, 12: 853. 
 
Jigami, Y. and Odani, T., 1999, Mannosylphosphate transfer to yeast mannan, Biochim 
Biophys Acta, 1426: 335. 
 
Krishnan, G. and Leighton, D., 1995, Inertial lift on a moving sphere in contact with a plane 
wall in a shear flow, Phys Fluids, 7: 2538. 
 
Kuo, S. and Lauffenburger, D., 1993, Relationship between receptor/ligand binding affinity 
and adhesion strength. Biophys J ,65: 2191. 
 
 27 
Li, F. and Palecek, S.P., 2003, EAP1, a Candida albicans gene involved in binding human 
epithelial cells, Eukaryotic cell, 2: 1266. 
 
Liu, H., Styles, C.A. and Fink, G.R., 1996, Saccharomyces cerevisiae S288C has a mutation 
in FLO8, a gene required for filamentous growth, Genetics, 144: 967. 
 
Lo, W.S. and Dranginis, A.M., 1998, The cell surface flocculin Flo11 is required for 
pseudohyphae formation and invasion by Saccharomyces cerevisiae, Mol Biol Cell, 9: 161. 
 
Lorthois, S., Schmitz, P. and Anglès-Cano, E., 2001, Experimental study of fibrin/fibrin 
specific molecular interactions using a sphere/plane adhesion model, J Colloid Interf Sci, 241: 
52. 
 
Lower, B.H., Yongsunthon, R., Vellano III, F.P. and Lower, S.K., 2005, Simultaneous force 
and fluorescence measurements of a protein that forms a bond between a living bacterium and 
a solid surface, J Bacteriol, 187: 2127. 
 
McClaine, J.W. and Ford, R.M., 2002, Characterizing the adhesion of motile and nonmotile 
Escherichia coli to a glass surface using a parallel-plate flow chamber, Biotechnol Bioeng, 
78:179. 
 
Meinders, J.M., Noordmans, J. and Busscher, H.J., 1992, Simultaneous monitoring of the 
adsorption and desorption of colloidal particles during deposition in a parallel plate flow 
chamber, J Colloid Interf Sci, 152: 265. 
 
 28 
Mercier-Bonin, M., Ouazzani, K., Schmitz, P. and Lorthois, S., 2004, Study of bioadhesion 
on a flat plate with a yeast/glass model system, J Colloid Interf Sci, 271: 342. 
 
Norde, W. and Giacomelli, C.E., 2000, BSA structural changes during homomolecular 
exchange between the adsorbed and the dissolved states, J Biotechnol, 79: 259. 
 
O'Neill, M. E., 1968, A sphere in contact with a plane wall in a slow linear shear flow, Chem 
Eng Sci, 23: 1293. 
 
Ong, Y., Razatos, A., Georgiou, G. and Sharma, M., 1999, Adhesion forces between E. coli 
bacteria and biomaterial surfaces, Langmuir, 15:2719. 
 
Pradier, C.M., Rubio, C., Poleunis, C., Bertrand, P., Marcus, P. and Compère, C., 2005, 
Surface characterization of three marine bacterial strains by Fourier Transform IR, X-ray 
Photoelectron Spectroscopy and Time-of-Flight Secondary-Ion Mass Spectrometry, 
Correlation with adhesion on stainless steel surfaces, J Phys Chem, 109: 9540. 
 
Reynolds, T.B. and Fink, G.R., 2001, Bakers' yeast, a model for fungal biofilm formation, 
Science, 291: 878. 
 
Schembri, M.A., Kjaegaard, K. and Klemm, P., 1999, Bioaccumulation of heavy metals by 
fimbrial designer adhesins, FEMS Microbiol Lett, 170: 363. 
 
 29 
Senechal, A., Carrigan, S.D. and Tabrizian, M., 2004, Probing surface adhesion forces of 
Enterococcus faecalis to medical-grade polymers using atomic force microscopy, Langmuir, 
20: 4172. 
 
Smith, A. E., Zhang, Z. and Thomas, C. R., 2000-a, Wall material properties of yeast cells: 
Part 1. Cell measurements and compression experiments, Chem Eng Sci, 55: 2031. 
 
Smith, A. E., Moxham, K. E. and Middelberg, A. P. J., 2000-b, Wall material properties of 
yeast cells. Part II. Analysis, Chem Eng Sci, 55: 2043. 
 
Vadillo-Rodríguez, V., Busscher H.J., Norde, W., de Vries, J. and van der Mei, H.C., 2004, 
Atomic force microscopic corroboration of bond aging for adhesion of Streptococcus 
thermophilus to solid substrata, J Colloid Interf Sci, 278: 251. 
 
Vadillo-Rodríguez, V., Busscher, H.J., van der Mei, H.C., de Vries, J. and Norde W., 2005, 
Role of lactobacillus cell surface hydrophobicity as probed by AFM in adhesion to surfaces at 
low and high ionic strength, Colloid Surface B, 41: 33. 
 
van Oss, C.J., 1996, in Forces interfaciales en milieux aqueux, Masson, Paris, France. 
 
Webb, J.S., van der Mei, H.C., Nixon, M., Eastwood, I.M., Greenhalg, M. Read, S.J., Robson, 
G.D. and Handley, P.S., 1999, Plasticizers increase adhesion of the deteriogenic fungus 
Aureobasidium pullulans to polyvinyl chloride, Appl Environ Microbiol, 65: 3575. 
 
 30 
Yin, Q.Y., de Groot, P.W.J., Dekker, H.L., de Jong, L., Klis, F.M. and de Koster, C.G., 2005, 
Comprehensive proteomic analysis of Saccharomyces cerevisiae cell walls, J Biol Chem, 280: 
20894. 
 
Zlotnik, H., Fernandez, M.R., Bowers, B. and Cabib, E., 1984, Saccharomyces cerevisiae 
mannoproteins form an external cell wall layer that determines wall porosity, J Bacteriol, 159: 
1018. 
 31 
Table 1: Zeta potential (mV) of BY4741 stationary phase-cells suspended in 1.5 and 10 mM 
NaCl at pH=5.5. The given results are the average value and standard deviation of five 
measurements on one cell culture. 
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Zeta potential (mV) 
 
 
-12,0 ±  0,5 
 
 
-3.3 ±  1,0 
 
 
 
 
 
Ionic strength 
(mM NaCl) 
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Table 2: Cell radius (µm), τw 50%. value (Pa) and net adhesion force (nN) between BY4741 
stationary-phase yeast cells and polystyrene obtained from theoretical modelling for an ionic 
strength of 150 mM NaCl and pH=5.5. Comparison with the industrial yeast strain.  
 
  
BY4741 laboratory strain 
 
Industrial yeast strain 
 
 
Cell radius )m(r µ  
 
 
2.58 ± 0.49 
 
3.95 ± 0.55* 
 
 
τw 50% (Pa) 
 
 
2.84 ± 0.43 
 
1.80 ± 0.90* 
 
 
)nN(Fad  
 
 
6 ± 2 
 
11 ± 8 
 
 
* see Guillemot et al. (2006). 
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FIGURE CAPTIONS 
 
Figure 1: Schematic diagram of a yeast cell adhering to the polystyrene flat surface and 
definition of hydrodynamic forces, torque and adhesion force exerted over the cell. 
D: drag; L: lift and 0Γ : torque at sphere centre, Fad: adhesion force 
r and a are the cell and contact area radii respectively,   is the characteristic thickness of the 
protein meshwork binding the yeast cell to the polymeric plate and α is the angle which 
defines the direction of deformation of the material constituting the sticking layer. 
 
Figure 2: Affinities of BY4741 yeast cells for the four solvents used in the MATS analysis. 
Cells are suspended in 150 mM NaCl. 
C: chloroform, HD: hexadecane, EA: ethyl acetate, D: decane. 
The given results are the average value and standard deviation of three measurements for each 
solvent, performed on one cell culture. 
 
Figure 3: Detachment profile of BY4741 stationary-phase yeast cells for polystyrene at 
pH=5.5 and an ionic strength of 150 mM NaCl. The given results are the average value and 
standard deviation of three independently grown cultures. 
 
Figure 4: Successive positions of a removed particle under the mechanism of a) rolling, b) 
sliding, c) lifting. 
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Figure 1 
Guillemot et al., Evaluating adhesion force between Saccharomyces cerevisiae yeast cells and 
polystyrene from shear-flow induced detachment experiments 
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Figure 2 
Guillemot et al., Evaluating adhesion force between Saccharomyces cerevisiae yeast cells and 
polystyrene from shear-flow induced detachment experiments 
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Figure 3 
 
Guillemot et al., Evaluating adhesion force between Saccharomyces cerevisiae yeast cells and 
polystyrene from shear-flow induced detachment experiments 
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Figure 4 
 
Guillemot et al., Evaluating adhesion force between Saccharomyces cerevisiae yeast cells and 
polystyrene from shear-flow induced detachment experiments 
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1- Contexte  
 
a- Les biofilms : mécanismes de formation et impact dans le secteur industriel  
 
Un biofilm consiste en une communauté de microorganismes, d’espèces diverses, qui se 
développe et croît sur une surface immergée en milieu aqueux. Sa formation se déroule en 
plusieurs étapes successives (figure 1) : en quelques minutes, des composés organiques 
(fragments protéiques et osidiques) ainsi que des éléments minéraux (sels) sont adsorbés sur 
la surface. Puis les microorganismes colonisent de manière réversible cette surface 
« conditionnée » et produisent des substances exopolymériques (EPS, majoritairement 
composées de protéines et de polysaccharides), leur permettant de former une matrice 
extracellulaire protectrice. L’adhésion devient alors irréversible. Enfin, le biofilm croît et se 
développe, les cellules se multiplient, communiquent via des molécules signal et changent de 
métabolisme afin de consolider l’architecture du consortium ainsi constitué. Le biofilm 
mature atteint une épaisseur de quelques micromètres voire de quelques millimètres. 
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Les biofilms sont ubiquitaires, ils colonisent les sols (formation et/ou altération des 
minéraux), les rivières (formation des biofilms épilithiques), les végétaux (mise en place de 
phénomènes de symbiose par la colonisation de la surface des racines et des feuilles), les 
organismes vivants supérieurs chez lesquels ils assurent des fonctions physiologiques 
primordiales comme, par exemple, la protection contre les pathogènes au niveau du tractus 
intestinal et de l’appareil urogénital. Leurs propriétés sont mises à profit dans les procédés de 
biolixiviation ou de traitement des effluents aqueux.  
 
Cependant, les biofilms sont de plus en plus souvent identifiés comme la source récurrente de 
lourds problèmes industriels et sociétaux. Ainsi, lorsqu’ils s’implantent au sein des unités de 
refroidissement d’usines de production d’énergie électrique ou d’usines chimiques, ils 
conduisent à une perte pouvant atteindre de 20 à 30 % des capacités de transfert thermique 
des échangeurs de chaleur. Dans le milieu maritime, les « biosalissures » sur la coque des 
navires peuvent réduire leur vitesse de 10%. L’US Navy estime le surcoût ainsi engagé à 500 
M$ par an. Les plates-formes off-shore et les installations portuaires sont également touchées 
par la « bio-dégradation » intempestive des bétons et des métaux. Il en est de même pour le 
patrimoine culturel (bâtiments, œuvres, objets archéologiques). D’une manière générale, le 
coût global de la corrosion est estimé à 4% du PNB pour un pays industrialisé. La corrosion 
induite par les biofilms, encore appelée » biocorrosion », représente 10 % de ce coût.  
 
Les biofilms posent également de sérieux problèmes de santé publique. Ainsi, ceux formés sur 
les parois des réseaux d'eau chaude et d'air conditionné sont le lieu privilégié d'accumulation 
d'espèces pathogènes qui sont ensuite disséminées dans l'environnement. En milieu 
hospitalier, la colonisation de la surface des implants, des cathéters ou des salles 
d'intervention est à l'origine d'environ 60% des infections nosocomiales, qui induisent des 
milliers de décès par an en France. L’industrie agroalimentaire est enfin largement concernée 
car les biofilms peuvent conduire, non seulement à la dégradation des qualités 
organoleptiques des produits, mais également au développement de toxi-infections 
alimentaires collectives (TIAC) du fait de l’accumulation de pathogènes (Salmonella et 
Listeria pour les espèces les plus fréquentes) à la surface des équipements.  
 
L’amélioration de la sécurité, qu’elle soit alimentaire ou médicale, est nécessairement couplée 
à la maîtrise de l’hygiène des surfaces. Dans ce contexte, la conception et l’optimisation de 
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matériaux anti-adhésifs visant à prévenir ou, tout au moins, contrôler le développement initial 
des bactéries et/ou des levures et des champignons semblent être un pré-requis indispensable. 
Nous présentons ici un exemple de modification par procédé plasma d’une surface en acier 
inoxydable austénitique (316L). Le traitement choisi consiste en un procédé de dépôt par 
plasma sur l’acier d’un film composite argent/polymère, dont l’effet anti-adhésif est évalué 
sur un microorganisme modèle. L’objectif des travaux est de proposer, à terme, une surface 
solide modifiée par plasma, utilisable dans de nombreux secteurs industriels (agro-
alimentaire, biomédical,…). 
 
b- Effet anti-adhésif et/ou biocide de l’argent  
 
Les vertus antimicrobiennes de l’argent sont connues et exploitées depuis 1000 avant JC. Il 
est couramment utilisé comme antiseptique dans le traitement des brûlures chez l’homme. Il 
sert également à la désinfection de l’eau potable et peut être incorporé dans les peintures anti-
salissures. Dans l’industrie agroalimentaire, des équipements en argent sont utilisés, par 
exemple, pour la manipulation des huiles essentielles, sirops et jus de fruits. Au niveau 
domestique, l’intérieur de certains réfrigérateurs et machines à laver est revêtu d’un matériau 
doté d’inclusions d’argent. 
 
Le mode d’action antimicrobien de l’argent, lorsqu’il est en solution, n’est pas encore 
clairement élucidé. La majorité des études reportées dans la littérature concernent le domaine 
médical. L’hypothèse la plus probable concerne la liaison de l’argent aux groupements thiols 
des molécules biologiques présentes à la surface des microorganismes, inhibant ainsi leur 
activité. L’action antimicrobienne de l’argent est retrouvée pour des concentrations minimes 
pour lesquelles la toxicité chez l’homme est faible (« Agency for Toxic Substances Diseae 
Registry, », 1990). 
 
Certaines études s’intéressent à l’effet de l’argent lorsqu’il est utilisé à des fins anti-adhésives 
pour l’industrie agro-alimentaire ou médicale, avec des modes de dépôt divers : le dépôt d’une 
couche dense et épaisse (15 µm) de métal pur, formée sur de l’acier inoxydable [1], 
l’imprégnation de silicone par CO2 supercritique sous la forme de nanoparticules d’argent [2], 
la combinaison procédé plasma-action chimique du nitrate d’argent sur du chlorure de 
polyvinyle [3], le dépôt d’argent par oxydo-réduction sans électrodes sur du polyuréthane 
activé par plasma [4] ou encore le dépôt assisté par faisceau d’ions pour former sur 
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poly(éthylène) téréphtalate un film uniforme d’argent (épaisseur 0,3 µm) [5]. La 
polymérisation par plasma couplée à une pulvérisation d’argent pour former un film 
composite argent-oxyde de polyéthylène a également été testée [6-7]. Dans la majorité des 
travaux, l’adhésion microbienne observée est effectivement moindre que dans le cas de la 
surface contrôle, l’efficacité étant démontrée pour de nombreuses souches bactériennes 
(Shewanella putrefaciens, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, 
Escherichia coli). 
 
 
2- Description du procédé plasma  
 
a- Potentialités des films minces composites métal/polymère plasma 
 
Les films minces composites contenant des particules métalliques encapsulées dans des 
matrices isolantes ont été largement étudiés pendant ces dernières décennies. Une méthode 
pertinente pour la préparation de ces matériaux mixtes métal-polymère plasma a été décrite 
dans la littérature [8-9]. Cette technique de dépôt permet d'obtenir des films très minces entre 
10 et 1000 nm d’épaisseur. Le changement des propriétés tant électriques qu'optiques de tels 
matériaux en fonction de la fraction de volume de métal a été analysé en utilisant des modèles 
de percolation et/ou des théories des milieux effectifs [10-12]. De plus, l’écriture laser de ces 
films a mené à de nouvelles applications comme le tracé de ligne conductrice micrométrique 
dans la couche ou le stockage optique [13]. Cependant, la matrice carbonée molle qui 
encapsule les particules métalliques peut trop facilement se rayer. Ceci rend son utilisation 
difficile pour les susdites applications. Par ailleurs, le vieillissement de la matrice dans l’air 
ou l'atmosphère humide peut aboutir à une dégradation des films avec délaminage et 
l'apparition de fissures. En fait, la présence de nombreuses liaisons carbonées « pendantes » 
favorise l'oxydation des matrices et rend le réseau de polymère plus ou moins instable [14].  
 
Pour éviter les problèmes mentionnés ci-dessus, les monomères organosiliciés comme 
l’hexaméthyldisiloxane (HMDSO) peuvent être utilisés comme précurseur de dépôt pour 
produire un réseau d’oxycarbure de silicium SiOxCyHz, théoriquement plus dur et moins 
sensible à l'oxydation atmosphérique. De plus, la résistance à la rayure et la stabilité chimique 
de ce type de structure comme matrice dans ces composés rendent l’utilisation de la technique 
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plus facile pour d'autres applications comme, ici, la formation de couches anti-adhésives vis-
à-vis des biofilms microbiens.  
 
b- Description du dispositif expérimental 
 
Le procédé utilise la combinaison d’une pulvérisation cathodique (avec une cible d’argent) et 
de la décomposition simultanée d’une molécule organosiliciée. Ces deux processus sont 
obtenus dans une même décharge radiofréquence d’un mélange gazeux argon/HMDSO. Une 
photographie de l’ensemble du dispositif expérimental est présentée sur la figure 2 (a). Le 
système de dépôt de plasma à 13,56 MHz (RF) est constitué d'une chambre cylindrique en 
acier inoxydable de 30 centimètres de diamètre, équipée à sa périphérie de flasques d’acier 
avec des ports d'observation et de pompage. Toutes les parois du réacteur sont reliées à la 
terre. L'électrode excitée par le signal radiofréquence est un disque d’argent (épaisseur de 0,6 
cm et largeur de 10 cm), couplé de manière capacitive à un générateur radiofréquence au 
moyen d'un adaptateur d’impédance LC. L'électrode radiofréquence est montée à 3,5 
centimètres au-dessus d'une électrode en acier inoxydable de 12 centimètres de diamètre qui 
est électriquement reliée à la terre. Une puissance incidente de 100 W correspondant à une 
tension d'auto-polarisation de 800 V a été appliquée à la cible d’argent. La pression partielle 
de l'argon est mesurée à l'aide d'une jauge capacitive. L’injection de HMDSO est réalisée au 
moyen d’un débitmètre pulsé. Les durées d’injection (TON) et d’arrêt (TOFF) sont contrôlables 
avec une période totale de l’ordre de 5 secondes. Le débit maximal utilisé est de 0,4 sccm1. 
Dans nos conditions de fonctionnement, le débit moyen (Q) est déduit du temps de pulsation à 
l’aide de la relation Q=0,4 x TON/5. Nous avons observé une fluctuation faible de pression 
pendant l'injection de HMDSO dans le plasma. Dans ce travail, la différence entre le 
maximum de la pression plasma obtenue en présence de HMDSO (décharge allumée) et la 
pression sans HMDSO (donc uniquement avec l’argon) sera ultérieurement appelée la 
pression de HMDSO. Notons que ce procédé semble être la seule manière d'obtenir 
simultanément la polymérisation plasma et la pulvérisation d’argent avec des débits 
contrôlables très faibles. La température de réacteur a été maintenue à 40 °C.  
 
c- Méthode de dépôt 
 
                                                 
1
 
*
 sccm : cm3/min dans les conditions standard de température et de pression 
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Les électrons produits par la décharge électrique sont capables d’ioniser l’argon et de 
décomposer l’HMDSO (figure 2 (b)). En raison de l’asymétrie des électrodes dans ce type de 
décharge radiofréquence (surface de l’électrode polarisée, petite en comparaison de la surface 
de l’électrode « porte substrat »), un champ électrique important est créé près de l’électrode 
d’argent. De ce fait, les ions argon sont accélérés vers l’électrode d’argent qui est ainsi 
soumise à un bombardement intense. En conséquence, ces ions transfèrent une partie de leur 
quantité de mouvement au moment de l’impact, ce qui permet l’éjection des atomes de la 
cible d’argent vers le plasma. Ces atomes diffusent ensuite dans l’espace inter-électrodes et se 
collent sur les parois et, en particulier, sur le substrat placé sur l’électrode reliée à la masse du 
réacteur (dans notre cas, il s’agit de la plaque d’acier inoxydable 316L). Simultanément, les 
produits issus de la décomposition de l’HMDSO, notés SiCxOyHz, viennent aussi se déposer 
sur les parois. Le mélange d’atomes d’argent et de fragments SiCxOyHz constitue ainsi le 
matériau composite recouvrant le substrat d’acier inoxydable 316L. Notons que les 
échantillons d’acier sont placés sous un cache les protégeant du plasma qui est enlevé lorsque 
les conditions d'état d'équilibre de la décharge sont atteintes. Le dépôt simultané du polymère 
et de l'argent sur les échantillons a comme conséquence la croissance d'un composite dont la 
fraction volumique d’argent est contrôlée en ajustant les débits d’argon et de HMDSO. A 100 
W de puissance et avec une pression de HMDSO variant entre 2 mTorr2 et 8 mTorr, la vitesse 
de dépôt se situe entre 12 et 15 nm/min. 
 
Dans l’exemple illustratif présenté ici, la fraction volumique d’argent dans le film est de 
25 %. Ce taux est obtenu avec les caractéristiques suivantes : pression d’argon = 40 mTorr, 
débit de HMDSO = 0,1 sccm, PHMDSO = 2,5 mTorr, puissance = 100 W. Une matrice 
polymère seule a également été déposée sur l’acier inoxydable 316L afin de dissocier les 
effets respectifs de l’argent et de la matrice sur l’adhésion microbienne. Pour réaliser des 
films sans argent, le rapport HMDSO/argon est fortement augmenté (pression totale=40 
mTorr, débit d’HMDSO=0,28 sccm, W=100 W), de façon à devenir suffisamment important 
pour conduire à un dépôt couvrant la totalité de l’électrode d’argent. Ainsi, la vitesse de dépôt 
du produit SiCxOyHz devient supérieure à celle de pulvérisation de l’argent. De ce fait, 
l’électrode d’argent est entièrement recouverte d’une couche SiCxOyHz. L’argent n’étant plus 
soumis au bombardement ionique, les atomes d’argent ne sont plus éjectés et, par conséquent, 
les couches déposées sur le substrat ne contiennent plus de particules d’argent. 
                                                 
2
 ** 1 Torr=1,3332.102 Pa 
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d- Contrôle du procédé 
 
Le plasma est une source de lumière. En effet, les espèces excitées en retombant à des 
niveaux d’énergie plus bas émettent des photons, essentiellement dans le domaine de l’UV, du 
visible et du proche IR, caractéristiques de chaque espèce (atomes, molécules, ions, …). Il est 
alors possible d’analyser ces radiations par Spectrométrie d’Emission Optique (OES). Les 
principales caractéristiques des spectres d'émission de 300 nm à 650 nm sont présentées sur la 
figure 3 (a). Afin de contrôler le processus de dépôt et, en particulier, la pulvérisation de 
l'argent par rapport à la polymérisation plasma, la gamme de longueurs d'onde a été choisie 
entre 480 nanomètres et 550 nanomètres (Figure 3 (b)). Les pics relatifs à l'argent (546,55 nm 
et 520,91 nm), la transition de l’hydrogène Hβ (486 nm) et la transition de l’Ar (549,59 nm) 
ont été facilement détectés et identifiés (Figure 3 (b)). Nous pouvons supposer que les pics 
d'Ag et la transition Hβ sont reliés respectivement à la présence d'atomes d’argent et à la 
dissociation de HMDSO dans la phase de plasma.

Les spectres ont également été enregistrés en fonction de la pression partielle de HMDSO. La 
figure 4 montre la variation de la fraction volumique d’argent mesurée a posteriori dans la 
couche déposée en fonction de la pression partielle de HMDSO lors du dépôt. La zone 
observée entre 1,9 et 3,5 mTorr correspond à un domaine de transition entre les composés 
riches en métal et les composés riches en polymère. Après le déplacement du cache, le 
procédé de dépôt a lieu sur le substrat et la composition du plasma est contrôlée en maintenant 
constant le rapport entre les raies d’émission spécifiques. L'évolution du rapport des intensités 
des raies IAg (546,55 nm)/IAr (549,59 nm) donne une image de la quantité d'Ag dans le 
plasma. Dans ces conditions, le rapport  IAg/IAr peut être relié à la fraction volumique d'argent 
dans le dépôt (figure 5). L’établissement de ce type de diagramme permet d’assurer la 
reproductibilité des résultats et le contrôle in situ du procédé. 
 
 
3- Choix du microorganisme 
 
La levure de boulangerie Saccharomyces cerevisiae a été retenue comme modèle biologique 
du fait (i) de son utilisation intensive dans le domaine agro-alimentaire et les biotechnologies, 
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(ii) de son identification en tant que source potentielle de contamination dans de nombreux 
produits alimentaires, (iii) de sa définition comme microorganisme cible dans la 
réglementation européenne relative à l’hygiène des surfaces, (iv) de sa forte résistance aux 
agents biocides, accrue dans le cas d’une adhésion préalable sur acier inoxydable et (v) de sa 
capacité à adhérer sur différents supports et d’initier un biofilm. Par ailleurs, S. cerevisiae est 
très étudiée comme système génétique modèle car elle n’est pas pathogène, son génome est 
entièrement séquencé depuis 1996 et l’on dispose d’outils de manipulation stables. Enfin, la 
similarité des voies biochimiques et génétiques entre S. cerevisiae et Candida albicans (levure 
hautement pathogène, impliquée dans de nombreuses maladies nosocomiales) peut s’avérer 
précieuse dans la compréhension des mécanismes régulant l’adhésion et la virulence de C. 
albicans, les deux mécanismes étant a priori couplés. Ceci laisse entrevoir d’intéressantes 
perspectives de notre travail dans le domaine biomédical. 
 
 
4- Méthode hydrodynamique pour quantifier l’adhésion de la levure 
 
L’adhésion des levures sur la surface d’acier inoxydable native ou modifiée par plasma a été 
quantifiée in situ par méthode hydrodynamique, grâce à une chambre à écoulement cisaillé 
dont nous allons présenter le principe. 
 
a- Principe 
La chambre est composée de trois plaques superposées (figure 6 (a)) :  
- la plaque (210 mm x 90 mm x 0,2 mm) qui constitue le support d’adhésion (acier inoxydable 
natif ou modifié par plasma) ;  
- une entretoise en acier inoxydable évidée (210 mm x 90 mm x 0,2 mm), qui délimite le 
canal d’écoulement ; 
- une plaque supérieure en plexiglas (210 mm x 90 mm x 4 mm) dans laquelle sont percés les 
orifices d’entrée, de sortie du fluide et d’injection des levures. 
Les trois plaques sont maintenues entre elles par des étriers de serrage en aluminium, 
l’étanchéité de la chambre étant assurée par les forces de capillarité ainsi créées. 
La partie parallélépipédique du canal d’écoulement est précédée d’un divergent-convergent 
afin d’assurer l’uniformité du profil de vitesse en entrée de cette zone (figure 6 (b)). La 
contrainte de cisaillement pariétale, uniforme, est donnée par l’équation : 
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 p=3µQ/4h2l           
avec p : contrainte de cisaillement (Pa), Q : débit liquide de circulation (m3/s), µ : viscosité 
dynamique du fluide (Pa.s), h : demi-hauteur du canal (m) et l : demi-largeur du canal (m). 
 
b-Expérience de détachement 
 
L’adhésion de la levure sur l’acier inoxydable est quantifiée de manière indirecte selon la 
procédure décrite par Guillemot et al. [15]. Elle consiste à appliquer des paliers successifs de 
débits, correspondant à une contrainte de cisaillement variant entre 0 et 100 Pa, pour détacher 
les levures préalablement adhérées sur la surface solide. L’ensemble du dispositif 
expérimental est présenté sur la figure 7.  
 
Pour chaque expérience, la chambre à écoulement est assemblée, remplie d’une solution 
saline (NaCl 150 mM, pH=5,5) puis fixée sur la platine d’un microscope optique équipé d’un 
objectif 20x à longue distance de travail. Les images sont obtenues à l’aide d’une caméra 3,3 
MPixels CCD. 150 µL d’une suspension de levures sont injectés délicatement dans la 
chambre à écoulement cisaillé. On laisse s’écouler, en condition statique, c’est-à-dire sans le 
moindre écoulement de fluide, une période de 20 min, nécessaire à la sédimentation complète 
des levures, suivie d’un temps de contact de 1 heure. A l’issue de ce laps de temps, une 
photographie initiale est réalisée permettant de dénombrer le nombre de levures initialement 
adhérées, N0 (figure 8(b)-1). La procédure incrémentale d’augmentation du débit est ensuite 
amorcée. Le débit est augmenté par paliers d’une durée de 3 minutes (figure 8 (a)). Les faibles 
débits (entre 2 et 10 mL/min) sont obtenus par gravité et modulés en faisant monter un vase à 
niveau constant grâce à une crémaillère. Les débits supérieurs sont générés par une pompe à 
engrenages. Dans tous les cas, la vérification du débit se fait par pesée en recueillant le fluide 
en sortie du circuit hydraulique. A la fin de chaque palier, une photographie est réalisée, 
permettant de dénombrer le nombre de levures restant adhérées, N (figure 8 (b)-2 et 8 (b)-3).  
 
Le traitement des images est ensuite réalisé, en considérant uniquement les levures qui 
répondent aux critères de comptage suivants : (i) la levure est isolée (i.e., elle ne fait pas partie 
d’un agrégat) ; (ii) la cellule était présente dès le début de l’expérimentation ; (iii) la cellule 
n’est pas bourgeonnante ; (iv) la distance qui sépare la levure de sa plus proche voisine est 
d’au moins 3 rayons (« paroi à « paroi »). 
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Le nombre de levures initialement adhérées est d’environ 70 individus satisfaisant aux critères 
énoncés ci-dessus. Le comptage permet alors de tracer la courbe du nombre de levures restant 
adhérées à la fin de chaque palier (N), normalisé par le nombre de levures initialement 
adhérées (N0), en fonction de la contrainte de cisaillement appliquée (entre 0 et 100 Pa) 
(figure 8 (c)). La détermination de la contrainte de cisaillement nécessaire pour détacher 50% 
des levures initialement adhérées, notée p 50%, est ensuite possible. 
 
 
5- Résultats illustratifs de l’efficacité du film composite polymère-argent 
 
a- Adhésion des levures sur la surface modifiée par plasma : comparaison avec la 
surface native 
 
Dans l’exemple présenté ici, les conditions opératoires choisies pour le traitement plasma 
(pression d’argon = 40 mTorr, débit de HMDSO = 0,1sccm, PHMDSO= 2,5 mTorr, 
IAg/IAr = 0,20) ont permis d’obtenir un film composite comprenant 25 % d’argent. Le profil de 
détachement des levures correspondant est présenté sur la figure 9. Les profils « témoin », 
obtenus avec les levures de boulangerie préalablement adhérées sur l’acier inoxydable vierge 
et recouvert de la seule matrice polymère, sont également indiqués. 
 
Les essais réalisés démontrent la pertinence de la stratégie choisie. En effet, un détachement  
quasi-total des levures initialement adhérées est observé dès l’application d’une contrainte de 
cisaillement pariétale de 20 Pa alors que, pour l’acier inoxydable vierge, dans les mêmes 
conditions physico-chimiques (force ionique de 150 mM NaCl, pH de 5,5), aucun 
détachement n’a pu être mis en évidence et ce, en dépit d’une contrainte maximale élevée de 
l’ordre de 100 Pa (figure 9). Ici la contrainte de cisaillement nécessaire pour détacher 50% des 
individus (p 50%) est de 2,8 ± 1,1 Pa. Dans le cas de la matrice polymère seule, l’adhésion de 
la levure est également réduite mais de manière moins prononcée que précédemment 
puisqu’un détachement progressif est ici observé avec une valeur de p 50% de 24,2 ± 2,7 Pa 
(figure 9). La diminution de l’adhésion de la levure résulte donc de l’action combinée du film 
polymère et de l’argent présent ici sous forme de « clusters » de taille nanométrique, comprise 
entre 4 et 50 nm. Nous avons, par ailleurs, vérifié la tenue mécanique et la durée de vie du 
film en réalisant de manière successive plusieurs essais sur la même plaque traitée par plasma. 
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Le maintien de l’efficacité observée expérimentalement atteste que le film a conservé ses 
propriétés anti-adhésives vis-à-vis de la levure. 
 
b- Evaluation de la toxicité du film vis-à-vis des levures 
 
Pour expliquer la réduction drastique de l’adhésion de la levure dans le cas de la plaque 
modifiée par plasma, l’hypothèse la plus probable réside dans la libération progressive d’ions 
argent dans le milieu. Ces ions vont se fixer sur les structures protéiques de la paroi cellulaire, 
notamment du fait de leur forte affinité avec les groupements thiols, minimisant dès lors toute 
interaction avec la surface solide. De manière préalable à tout développement de la technique, 
il fallait évaluer l’effet potentiellement toxique de l’argent sur la levure. Cet effet a donc été 
quantifié de manière indirecte par la détermination du pourcentage de survie après contact de 
la suspension de levures dans de l’eau distillée ou une solution de NaCl 150 mM avec un 
coupon représentatif de la plaque traitée. Les durées choisies sont 1 h20 (correspondant au 
temps de contact lors des essais réalisés avec la chambre à écoulement cisaillé) et 24 h (pour 
évaluer l’effet à long terme). Les résultats sont présentés sur la figure 10. 
 
Que le coupon soit placé en contact avec les levures, dans la solution saline (NaCl 150 mM) 
ou l’eau distillée, aucune perte de viabilité n’est observée, même après un temps d’exposition 
de 24 h. A priori, le relargage d’argent, s’il est avéré, n’est pas suffisamment prononcé pour 
exercer un effet toxique sur la levure. Ce résultat est intéressant par rapport aux évolutions 
actuelles de la réglementation, qui visent à promouvoir une action anti-adhésive et non 
biocide dans l’élaboration de nouveaux matériaux et/ou produits destinés à prévenir la 
formation des biofilms. Il faudrait toutefois confirmer les tendances observées par la mesure 
directe de la proportion d’argent libéré dans le milieu (cinétique de libération, quantités). 
 
 
6- Conclusion et perspectives 
 
Le traitement choisi pour cette étude a consisté au dépôt par plasma sur acier inoxydable 316L 
d’un film de « nanoclusters » d’argent inclus dans une matrice polymérique. L’efficacité anti-
adhésive de la surface ainsi modifiée a été démontrée sur un microorganisme modèle (levure 
de boulangerie S. cerevisiae). En effet, un détachement total des levures a été obtenu dans une 
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chambre à écoulement cisaillé pour une contrainte de cisaillement modérée de 20 Pa alors 
que, sur la surface d’acier vierge, aucun détachement n’avait pu être mis en évidence, en dépit 
de l’application d’une contrainte maximale de 100 Pa. Dans les conditions expérimentales 
retenues (milieu NaCl 150 mM), aucun effet toxique de l’argent n’a été observé. L’analyse du 
vieillissement de la surface modifiée par plasma via trois cycles répétés de 
nettoyage/contamination a montré le maintien de son effet anti-adhésif. 
 
La suite du travail devra être consacrée à approfondir les résultats prometteurs obtenus ici. La 
composition du film pourra être optimisée en faisant varier, via le contrôle des conditions 
opératoires, les proportions relatives d’argent et de polymère. Ceci permettra de définir la 
surface « idéale » assurant le meilleur compromis entre ses caractéristiques structurales 
(composition, épaisseur) et ses propriétés anti-adhésives. Différentes méthodes 
complémentaires, dédiées à l’analyse fine des surfaces, seront mises en œuvre pour d’une 
part, caractériser la composition et l’évolution des couches formées (XPS, AFM) et d’autre 
part, quantifier la proportion d’argent relargué dans le milieu environnant (ICP-OES : torche à 
plasma couplée à une détection par spectrométrie d’émission optique). Il s’agira ensuite 
d’élucider le mode d’action de l’argent et notamment sa capacité à se lier aux groupements 
protéiques de la surface cellulaire.  
 
La stratégie ainsi mise au point devra ensuite être étendue à d’autres microorganismes de 
l’industrie agroalimentaire et du domaine médical (microorganismes pathogènes comme, par 
exemple, Staphylococcus aureus ou Candida albicans), considérés isolément ou en 
consortium microbien. Il pourra également être intéressant d’évaluer le potentiel des surfaces 
modifiées par plasma sur les étapes ultérieures de la formation d’un biofilm (production de la 
matrice extracellulaire et phase de maturation). Enfin, au vu des potentialités actuelles et 
futures des procédés plasma, il sera judicieux de diversifier leur gamme d’utilisation et 
d’élaborer de nouvelles stratégies préventives, basées sur la fonctionnalisation des surfaces 
solides et, plus particulièrement, le greffage de biomolécules inhibitrices de l’adhésion 
microbienne. 
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à l’issue de quatre paliers pour lesquels un détachement significatif a été observé, c) tracé de 
N/N0 en fonction de la contrainte de cisaillement appliquée et mode de détermination de la 
valeur de p 50%. 
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